Inhibition/knock down and stimulation of the canonical WNT/ß Catenin signaling pathway in rhabdomyosarcoma by Viehweger, Florian
Aus dem Institut für Pathologie 
der Medizinischen Fakultät Mannheim 
(Direktor: Prof. Dr. med. Alexander Marx) 
Inhibition/Knock-down und Stimulation des kanonischen WNT/ß-Catenin-
Signalweges im Rhabdomyosarkom 
Inauguraldissertation 
zur Erlangung des medizinischen Doktorgrades 
der 
Medizinischen Fakultät Mannheim 
der Ruprecht-Karls-Universität 
zu 
Heidelberg 
vorgelegt von 
Florian Viehweger 
 
aus 
Chemnitz 
2018 
 
Dekan: Herr Prof. Dr. med. Sergij Goerdt 
Referent: Herr Prof. Dr. med. Alexander Marx 
INHALTSVERZEICHNIS 
 Seite 
ABKÜRZUNGSVERZEICHNIS ............................................................... 1 
1 EINLEITUNG ....................................................................................... 2 
1.1 Rhabdomyosarkom (RMS) .......................................................................... 2 
1.1.1 Klassifikation der RMS ......................................................................... 2 
1.1.2 Embryonale RMS (ERMS) ................................................................... 3 
1.1.3 Alveoläre RMS (ARMS) ....................................................................... 3 
1.2 Muskuläre Entwicklung und Differenzierung ............................................ 4 
1.2.1 Allgemeine Entwicklung der Muskulatur im Embryo ............................ 4 
1.2.2 Molekulargenetische Grundlage der Myogenese ................................ 5 
1.2.3 PAX- und MRF-Expression im RMS .................................................... 6 
1.3 Die Funktion des kanonischen WNT/ß-Catenin-Signalweges in der 
Muskelentwicklung .............................................................................................. 6 
1.3.1 Struktur des ß-Catenin ......................................................................... 7 
1.3.2 Der kanonische WNT-Signalweg ......................................................... 7 
1.3.3 ß-Catenin als Protoonkogen .............................................................. 10 
1.3.4 Die Bedeutung des kanonischen WNT/ß-Catenin-Signalweges für die 
Myogenese ..................................................................................................... 10 
1.3.5 Der kanonische WNT/ß-Catenin-Signaltransduktionsweg bei RMS .. 11 
1.4 Ziel der Arbeit ............................................................................................ 11 
 
2 MATERIAL UND METHODEN ........................................................... 12 
2.1 Materialien .................................................................................................. 12 
2.1.1 Geräte und Verbrauchsmaterialien .................................................... 12 
2.1.2 Antikörper .......................................................................................... 12 
2.1.3 Kits ..................................................................................................... 12 
2.1.4 Zelllinien ............................................................................................ 13 
2.1.5 Zellkulturmedien ................................................................................ 13 
2.1.6 WNT/ß-Catenin-Inhibitoren ................................................................ 14 
2.1.7 Primer ................................................................................................ 14 
2.1.8 siRNA ................................................................................................ 14 
2.1.9 Proteingrößenbestimmung ................................................................ 15 
2.1.10 Sonstige Reagenzien ......................................................................... 15 
2.2 Methoden ................................................................................................... 16 
2.2.1 Kultivierung von Säugerzellen ....................................................... 16 
2.2.1.1 Allgemeines Prinzip ........................................................................ 16 
2.2.1.2 Zellzählung ..................................................................................... 17 
2.2.1.3 Kryokonservierung von Zellen ........................................................ 17 
2.2.1.4 Auftauen von Zellen ....................................................................... 17 
2.2.1.5 WNT3A-Medium und L-Zell-Medium .............................................. 17 
2.2.1.6 Pharmakologische Inhibitoren ........................................................ 18 
2.2.1.7 Chemische Transfektion – siRNA ................................................... 19 
2.2.2 MTT-Zytotoxizitätstest ....................................................................... 19 
2.2.2.1 Allgemeines Prinzip ........................................................................ 19 
2.2.2.2 MTT-Proliferationstests von RMS-Zellen, WNT/ß-Catenin-Inhibitoren 
  ....................................................................................................... 20 
2.2.3 In-vitro-Scratch-Assay ....................................................................... 22 
2.2.4 RNA-Isolierung und Verarbeitung ...................................................... 23 
2.2.4.1 Zellkultivierung für RNA-Isolation ................................................... 23 
2.2.4.2 Bestimmung der RNA-Konzentration und -Reinheit ....................... 23 
2.2.4.3 Reverse Transkription – cDNA Synthese ....................................... 24 
2.2.4.4 Real-Time-quantitative-PCR (RTQ-PCR) ....................................... 24 
2.2.4.5 Relative Quantifizierung der qRT-PCR-Produkte ........................... 25 
2.2.5 Proteinisolierung und Verarbeitung.................................................... 26 
2.2.5.1 Proteinisolierung ............................................................................. 26 
2.2.5.2 SDS Polyacrylamid-Gelelektrophorese und Western Blotting ........ 26 
2.2.5.3 Immunologischer Proteinnachweis ................................................. 28 
2.2.6 Indirekte Immunfluoreszenz der kultivierten Zellen ............................ 29 
2.2.7 Durchflusszytometrie ......................................................................... 30 
2.2.7.1 Annexin V/Propidiumiodid-Färbung ................................................ 30 
2.2.8 Statistische Auswertung .................................................................... 30 
3 ERGEBNISSE ................................................................................... 31 
3.1 Inhibierung des kanonischen ß-Catenin-Signalwegeses ....................... 31 
3.1.1 Einfluss der pharmakologischen WNT/ß-Catenin-Inhibitoren FH535 
und XAV939 auf die Proliferation von RMS-Tumorzellen ............................... 31 
3.1.2 Einfluss eines spezifischen ß-Catenin Knock-down auf die Proliferation 
von RMS-Tumorzellen .................................................................................... 34 
3.1.3 Einfluss der pharmakologischen Inhibitoren und der siRNA auf die 
Proteinexpression von ß-Catenin ................................................................... 34 
3.2 Stimulation des kanonischen WNT-Signaltransduktionsweges durch 
WNT3A................................................................................................................. 36 
3.2.1 Einfluss von WNT3A auf die Proliferation von RMS-Tumorzellen ..... 36 
3.3 Einfluss einer simultanen Stimulation und Inhibierung auf  RMS-
Tumorzellen ........................................................................................................ 37 
3.4 Migrationsverhalten der RMS-Zellen ....................................................... 39 
3.4.1 Zellmigration unter Inhibition mit FH535 und XAV939 ....................... 39 
3.4.2 Zellmigration unter Stimulation mit WNT3A ....................................... 41 
3.4.3 Zellmigration unter simultaner Inhibition und Stimulation ................... 42 
3.5 Auswirkung einer Inhibition und Stimulation des kanonischen  WNT/ß-
Catenin-Signaltransduktionsweges auf die Apoptose .................................... 44 
3.6 Auswirkung der Stimulation und Inhibierung des kanonischen WNT/ß-
Catenin-Signaltransduktionsweges auf die Expression muskuläre 
Differenzierungsgene ......................................................................................... 46 
3.6.1 Inhibition und ß-Catenin-Knock-down ................................................ 46 
3.6.2 Stimulation des kanonischen WNT-Signalweges mittels WNT3A ...... 49 
4 DISKUSSION .................................................................................... 52 
4.1 Die Inhibierung des kanonischen WNT/ß-Catenin-Signalweges hat 
keinen Effekt auf das Wachstum und die Differenzierung von RMS-
Tumorzellen ........................................................................................................ 53 
4.2 Der kanonische WNT/ß-Catenin-Signalwege ist in RMS-Tumorzellen 
aktivierbar ........................................................................................................... 54 
4.3 Die Stimulation des kanonischen ß-Catenin-Signalweges hat keinen 
Einfluss auf die myogene Differenzierung oder Proliferation der verwendeten 
RMS- Zelllinien .................................................................................................... 55 
5 ZUSAMMENFASSUNG ..................................................................... 58 
6 VERÖFFENTLICHUNGSNACHWEIS ............................................... 59 
7 LITERATURVERZEICHNIS ............................................................... 60 
8 TABELLARISCHER ANHANG........................................................... 71 
9 LEBENSLAUF ................................................................................... 72 
10 DANKSAGUNG ............................................................................... 73 
 
 1 
ABKÜRZUNGSVERZEICHNIS  
APC Adenomatous-polyposis-coli 
ARMS Alveoläres  Rhabdomyosarkom 
CKM Kreatin-Kinase, M-Typ 
DMEM Dulbecco's Modified Eagle Medium 
DMSO Dimethylsulfoxid 
DNA/DNS Desoxyribonukleinsäure 
ERMS Embryonales Rhabdomyosarkom 
fAchR fetaler Acetylcholinrezeptor 
FBS Fetales-Bovines-Serum 
FKHR Forkhead Protein 
GAPDH Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase 
GSK3 Glykogensynthase-Kinase 3 
HRP Horseradish-Peroxidase 
IG Immunglobulin 
IGF2 Insulin-like Growth Factor 2 
LEF Lymphoid enhancer Factor 
LRP Lipoprotein Receptor-Related Protein 
MRF Myogene Regulationsfaktoren 
MTT 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazoliumbromid 
MUSK Muskelspezifische Rezeptor-Tyrosinkinase 
MyF5 Myogener Faktor 5 
MyoD Myogener Faktor 3  
NF-κB Nuclear Factor 'Kappa-light-chain-enhancer' of activated B-
cells 
PAX Paired-box-Gene 
PBS Phosphatgepufferte Salzlösung 
PCR Polymerase-Kettenreaktion 
PVDF Polyvinylidenfluorid 
RMS Rhabdomyosarkom 
RNA Ribonukleinsäure 
RT Raumtemperatur 
RTK Rezeptor-Tyrosinkinase 
SDS Sodium dodecyl sulfate 
siRNA Small interfering RNA 
TBS Tris-buffered Saline 
TCF T-Zell Faktor  
WHO World Health Organisation 
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1 EINLEITUNG 
1.1 Rhabdomyosarkom (RMS) 
1854 beschrieb C. O. Weber in Bonn eine Neubildung quergestreifter Muskelfasern, 
die 92 Jahre später mit dem Begriff „Rhabdomyosarkom“ (griechisch: rhabdos= der 
Stab, mys=Muskel, sárx=Fleisch, -om=Tumor) belegt wurde1, 2.  
 
Rhabdomyosarkome (RMS) sind die mit einem Anteil von rund 60% häufigsten 
malignen Weichgewebstumoren im Kindesalter3. Die jährliche Inzidenzrate liegt bei 
5,4 Fällen pro eine Million Kinder/Jugendliche. Betroffen sind vorrangig Kinder im 
Alter zwischen 0-14 Jahren, mit einem Häufigkeitsgipfel um das 5. Lebensjahr4, 5. Ein 
Zusammenhang zwischen exogenen Risikofaktoren, wie dem fetalen Alkohol-
/Hydantoin-Syndrom, einer intrauterinen Strahlenexposition oder dem Marihuana- 
und Kokainmissbrauch der Eltern wird vermutet6. Weiterhin wurde ein gehäuftes 
Vorkommen bei familiären Syndromen, wie den Neurofibromatosen und dem Li-
Fraumeni-Syndrom beobachtet 7, 8. 
1.1.1 Klassifikation der RMS 
Nach neuer WHO-Klassifikation (2013) teilt man RMS in 4 Subtypen auf, die sich 
histologisch, therapeutisch und prognostisch zum Teil deutlich voneinander 
unterscheiden9. Bei Kindern spielen praktisch nur die sogenannten embryonalen 
bzw. alveolaren Rhabdomyosarkome (ERMS bzw. ARMS) eine Rolle (Tabelle 1.1). 
Die vor allem im Erwachsenenalter vorkommenden pleomorphen und spindelzell-
/sklerosierenden RMS sind selten und wurden in der vorliegenden Arbeit nicht 
berücksichtigt. 
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Tabelle 1.1: ERMS und ARMS: Häufigkeit und Lokalisation bei Kindern
10-13
 
Subtyp Histologie Häufigkeit 
(aller RMS) 
Lokalisation 
Embryonale RMS 
(ERMS) 
kleine Spindelzellen mit 
eosinophilem Zytoplasma  
~ 60% Kopf-Hals-Region, 
Urogenitaltrakt 
Alveoläre RMS 
(ARMS) 
undifferenzierte, 
pleomorphe Zellen 
mit fibrösen Septen 
~ 25% Extremitäten, Rumpf 
 
 
 
Die genaue Ätiologie der RMS ist, wie die vieler anderer Weichgewebstumoren, nicht 
eindeutig geklärt. Da sich RMS unabhängig von quergestreifter Muskulatur 
entwickeln und überall im Körper vorkommen können, werden als Ursprungszellen 
mesenchymale Stammzellen vermutet10, 14. Weiterführende Hypothesen ordnen 
verschiedenen RMS Subtypen unterschiedliche Ursprungszellen zu, was die hohe 
Tumorheterogenität erklären könnte (Kapitel 1.1.1)15. Dabei scheinen für embryonale 
RMS myogene Vorläuferzellen eine wichtige Rolle zu spielen, wohingegen bei 
alveolären RMS mesenchymale Stammzellen im Mittelpunkt der Forschung stehen16. 
1.1.2 Embryonale RMS (ERMS) 
ERMS stellen mit rund 60% den häufigsten Subtyp aller Rhabdomyosarkome dar und 
treten vorrangig bei Kindern <10 Jahre im Kopf-Hals-Bereich (Orbita und 
Nasopharynx) und im Bereich des Urogenitaltraktes auf11, 17. Im Gegensatz zu ARMS 
zeigt dieser Subtyp keine typischen Translokationen (siehe Kapitel 1.1.3). Vielmehr 
sind ERMS durch eine genetische Instabilität charakterisiert, die zahlreiche losses 
and gains of functions beinhaltet
18, 19
. Im Gegensatz zu ARMS metastasieren ERMS 
erst spät und haben daher im Allgemeinen eine bessere Prognose. Die 5-Jahres-
Überlebensrate beträgt bei nicht metastasierten ERMS bis zu 88%17, 20. 
1.1.3 Alveoläre RMS (ARMS)  
Im Vergleich zu ERMS weisen die oft früh metastasierenden ARMS ein wesentlich 
schlechteres Überleben auf, mit 5-Jahres-Überlebensraten (nach Metastasierung) 
von nur 30%17, 21. Charakteristisch für ARMS ist eine chromosomale reziproke 
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Translokation zwischen einem PAX-Gen (PAX3 oder PAX7) und dem FKHR-Gen 
(fork head in rhabdomyosarcoma) auf Chromosom 1322. Die wesentlich häufigere 
Translokation macht mit 70% die Fusion von PAX3 (auf Chromosom 2) und FKHR 
aus (t(2; 13)(q35; q14)), während lediglich 10% auf die balancierte Translokation 
zwischen PAX7 (auf Chromosom 1) und FKHR entfallen (t(1; 13)(p36; q14)). Das 
Fusionsprotein beider Translokationen (PAX3/FKHR bzw. PAX7/FKHR) besteht aus 
der DNA-Bindungsdomäne des PAX-Gens und der Transaktivierungsdomäne des 
FKHR-Gens23. Dieses Protein bewirkt eine stärkere Aktivierung der Transkription als 
die ursprünglichen Produkte der einzelnen Gene und nimmt Einfluss auf Proliferation, 
Wachstumsgeschwindigkeit und Invasivität der ARMS24, 25. Inzwischen sind weitere 
verwandte, allesamt sehr seltene Translokationen beschrieben worden, wie z.B.  
t(2; 2)(q35; p23), die ein Fusionsprotein zwischen PAX3 und NCOA1 (Nuclear 
Receptor Coactivator 1) erzeugt26. 
Zudem unterscheidet man noch ARMS ohne nachweisbare Translokation, jedoch 
histopathologischer ARMS-Charakteristik, die die restlichen 10-20% ausmachen und 
deren Metastasierungsneigung und genetische Charakteristika eher denen der  
ERMS gleichen27-29.  
1.2 Muskuläre Entwicklung und Differenzierung 
Die Pathogenese von RMS Tumoren ist bis heute nicht eindeutig geklärt. Aufgrund 
der unterschiedlichen Charakteristika von ERMS und ARMS Tumoren scheinen die 
Subtypen unterschiedlichen Stadien der Muskelentwicklung zu entsprechen (siehe 
Kapitel 1.1.2 und 1.1.3)30. 
1.2.1 Allgemeine Entwicklung der Muskulatur im Embryo 
Die Entwicklung der quergestreiften Muskulatur im Embryo beginnt etwa ab dem 18. 
Tag nach Befruchtung (Konzeption) der Eizelle. Ausgehend von der medial 
gelegenen Chorda dorsalis führt die Sekretion verschiedener Signalmoleküle zur 
Anlage sogenannter Ursegmente, der Somiten, aus denen dorsolateral das 
Dermatomyotom hervorgeht31. Die weitere Entwicklung der myogenen 
Vorläuferzellen zu Myoblasten und letztlich Muskelzellen erfordert die Expression 
zweier Transkriptionsfaktoren, PAX3 und PAX7, die für die Aufrechterhaltung des 
myogenen Potentials und das Überleben der muskulären Vorläuferzellen 
verantwortlich sind32. Dabei spielt PAX3 eine übergeordnete Rolle bei der 
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Entwicklung der Muskulatur, während eine PAX7 Expression vorrangig bei 
Satellitenzellen nachgewiesen wurde. Satellitenzellen sind ruhende Myoblasten bzw. 
adulte Muskelstammzellen, die für die Muskelregenerierung benötigt werden33. Im 
weiteren Verlauf der Myogenese induzieren PAX3 bzw. PAX7 die Expression von 
MRFs (myogene Regulationsfaktoren), welche die Differenzierung, Determination, 
Proliferation und Migration der muskulären Vorläuferzellen regulieren33-36.   
 
Abbildung 1.1:  Schematische Darstellung der Entwicklung der Myotome (6) aus den paarigen 
Ursegmenten (4) unter molekularer Stimulation der Chorda dorsalis (1) und des Neuroektoderms (2) 
37
. 
1.2.2 Molekulargenetische Grundlage der Myogenese 
MRF sind eine Familie von Transkriptionsfaktoren, zu denen MYF5, MyoD, Myogenin 
und MRF4 zählen34, 38. Besonders MyoD und MYF5 sind für die Differenzierung der 
myogenen Vorläuferzellen zu Myoblasten notwendig35. Wie essentiell die beiden 
Faktoren für die Entwicklung sind, konnte anhand von MYF5/MyoD-Doppel-knock-
out- Mäuse nachgewiesen werden, die keinerlei Muskulatur entwickeln und kurz nach 
der Geburt sterben39. Im weiteren Verlauf der Myogenese induzieren Myogenin und 
MRF4 die Differenzierung der Myoblasten in vielzellige Myotuben, aus denen sich 
letztlich Muskelzellen (Myozyten) entwickeln40, 41. Im gleichen Maße, wie die 
Expression der MRFs während der muskulären Differenzierung zunimmt, nimmt die 
Expression der beiden Homöoboxgene PAX3 und PAX7 ab42. 
1 
a) Tag 21 
b) Tag 28 
2 
3 
4 
1 
3 
2 
5 6 7 
1 Chorda dorsalis 
2 Neuralrinne bzw. Neuralrohr 
3 Ektoderm 
4 Ursegment (Somit) 
5 Sklerotom 
6 Myotom  
7 Dermatomyotom 
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Phase Proliferation Determination Differenzierung 
Zelltyp Myogene 
Vorläuferzelle 
Myoblast Myotube/Myozyt 
MYF5   
MyoD   
Myogenin   
MRF4    
    
PAX3    
PAX7    
 
Abbildung  1.2:  Zeitlich schematische Darstellung der Expression der Regulationsfaktoren während 
der Myogenese
35, 43
 
1.2.3 PAX- und MRF-Expression im RMS 
Im translokationspositiven ARMS (PAX3/FKHR bzw. PAX7/FKHR) werden je nach 
Translokation die Transkriptionsfaktoren PAX3 bzw. PAX7 exprimiert27, 28. Die 
verstärkte Expression der beiden Homöoboxgene bedingt einen verminderten 
Differenzierungsstatus44. Dabei reprimieren die Fusionsprodukte PAX3- und PAX7-
FKHR direkt die Expression und Aktivität von muskulären Differenzierungsgenen wie 
MYOD45, 46. Die Aktivierung des NFkB-Signaltransduktionsweges induziert zusätzlich 
die Proliferation der Tumorzellen47. Neben den Fusionsprodukten bei 
translokationspositiven ARMS, konnte bei translokationsnegativen ARMS und ERMS 
ebenfalls die Expression der beiden Homöoboxgene PAX3 und PAX7 nachgewiesen 
werden48. Da ERMS hauptsächlich PAX7 exprimieren, vermutet man als 
Ursprungszelle für ERMS myogene Satellitenzellen, während ARMS zusätzlich späte 
Marker der Myogenese, wie Myogenin, sehr stark exprimieren49, 50. 
1.3 Die Funktion des kanonischen WNT/ß-Catenin-Signalweges in der 
Muskelentwicklung 
Der kanonische WNT/ß-Catenin-Signalweg (siehe Kapitel 1.3.2) beeinflusst Zell-Zell-
Interaktionen und die Embryogenese und steht auch in Zusammenhang mit der 
Tumorprogression vieler Karzinome (z.B. Kolorektales Karzinom, Hepatozelluläres 
Karzinom oder Lungenkarzinom)51, 52.  
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1.3.1 Struktur des ß-Catenin 
ß-Catenin gehört zur Familie der Armadillo-Proteine. Zentrales Element dieser 
Proteingruppe ist eine sich wiederholende, 42 Aminosäure lange Sequenz, die als 
‚armadillo repeat‘ bezeichnet wird53. Etwa 12 Wiederholungen bilden das 
Kernelement des ß-Catenin-Proteins, die ‚armadillo domain‘ (ARM) (siehe Abbildung 
1.3) die als Bindestelle für verschiedene Proteine, z.B. E-cadherin, AXIN, APC 
(Adenomatous-Polyposis-Coli) oder die Transkriptionsfaktoren TCF/LEF dient (siehe 
Kapitel 1.3.2)54-58. N- und C-terminales Ende des ß-Catenin-Proteins unterscheiden 
sich sowohl strukturell als auch funktionell von der zentralen ARM-Domain. Am N-
terminalen Ende des Proteins befindet sich eine Bindestelle für die E3-Ubiquitin-
Ligase-TrCP1 (ß-TrCP E3), die ß-Catenin ubiquitinieren und zum proteasomalen 
Abbau markieren kann59. Voraussetzung hierfür ist eine vorherige Phosphorylierung 
der Aminosäuren Serin (33/37/45) oder Threonin (41) durch die Glykogen Synthase 
Kinase 3 (GSK3) und die Casein Kinase 1 (CK1)60, 61. Das C-terminale Ende des 
Proteins scheint für die Bindung verschiedener Koaktivatoren während der 
Transkription von Zielgenen des WNT-Signalweges verantwortlich zu sein62. 
. 
 
Abbildung 1.3: Schematische Darstellung des ß-Catenin mit der konvexen Außen- und konkaven 
Innenform der ARM-Region und den funktionell unterschiedlichen C- und N-terminalen Enden 
56, 63
. 
1.3.2 Der kanonische WNT-Signalweg  
Ausgangselement dieses Signalweges ist das zwischen verschiedenen Spezies hoch 
konservierte Glykoprotein WNT (Wingless-related integration site)64, 65. Die Familie 
der WNT-Proteine umfasst aktuell 19 Mitglieder. Die WNT-Moleküle können an eine 
Reihe von G-Protein gekoppelten Transmembran-Rezeptoren binden, die als 
Frizzled-Rezeptoren (FZ) bezeichnet werden und von denen aktuell 11 bekannt sind. 
armadillo-domain (ARM) 
= Bindungsstelle der Liganden 
C N N-terminales Ende 
= Bindungsstelle zur 
Degradierung 
C-terminales Ende 
= Bindungsstelle für 
Transaktivatoren 
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Die Aktivierung des kanonischen ß-Catenin/WNT-Signaltransduktionsweges ist dabei 
abhängig von der Kombination aus WNT-Molekül (WNT1, WNT2, WNT3, WNT8A, 
WNT8B, WNT10A, WNT10B) und FZ-Rezeptor sowie weiterer Korezeptoren, wie 
LRP-5/6 (lipoprotein receptor-related protein) oder RTK (Rezeptor-Tyrosinkinase)66 
67. Nach erfolgter Aktivierung bindet das Phosphorprotein Dishevelled (Dsh) an den 
FZ-Rezeptor und verändert die Stabilität des sogenannten ß-Catenin-
Destruktionskomplexes68. Bei fehlendem WNT-Signal wird ß-Catenin N-terminal 
durch die beiden Mitglieder des Destruktionskomplexes, GSK3 und CK1 
phosphoryliert, ubiquitiniert und zur proteasomalen Degradierung freigesetzt (siehe 
Abbildung 1.4, 1A-1C)52. Dies verhindert die Akkumulation des ß-Catenin im 
Zytoplasma und die Translokation in den Zellkern69. Bei vorhandenem WNT-Signal 
wird Axin, ebenfalls ein Protein des Destruktionskomplexes, an Dsh gebunden und 
der Komplex in Richtung Zellmembran verschoben70. Der Korezeptor LRP-5/6 sorgt 
dafür, dass die GSK3- und CK1-Aktivität gehemmt wird, wodurch ß-Catenin nicht 
mehr phosphoryliert und für die Degradierung markiert werden kann. Als Folge 
akkumuliert ß-Catenin im Zytoplasma und wandert bei entsprechender Konzentration 
in den Zellkern, wo es durch die Interaktion mit den Transkriptionsfaktoren TCF/LEF 
(T-cell factor/lymphoid enhancing factor) die Transkription von ß-Catenin-Zielgenen 
induziert (siehe Abbildung 1.4, 2A-2C)71, 72. Zu den Zielstrukturen des ß-
Catenin/TCF/LEF-Komplexes gehören unter anderem spezifische Gene, die für 
Proteine des kanonischen WNT-Signalweges, wie Axin, Frizzled7, ß-TrCP oder 
LEF/TCF73-76  kodieren, aber auch eine Vielzahl von Proteinen, die während der 
Proliferation (Cyclin D1, cMyc, VEGF und FGF) eine Rolle spielen. Eine konstitutive 
Aktivierung des kanonischen ß-Catenin/WNT-Signaltransduktionsweges, unter 
anderem durch  Überexpression oder Mutation von ß-Catenin, trägt dadurch 
nachweislich zur Progression vieler Karzinome bei (siehe Kapitel 1.3.3)77-81.  
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Abbildung 1.4: Schematische Darstellung des kanonischen WNT-Signalweges ohne Stimulation (1A-
1C) und unter Stimulation mit WNT (2A-2C)
68
:  
1A: Ohne WNT-Stimulation wird der Destruktionskomplex stabilisiert; 
1B: ß-Catenin wird N-terminal durch die GSK3 und CK1 phosphoryliert und für den Abbau markiert; 
1C: ß-Catenin wird proteosomal gespalten;  
2A: Nach Stimulation durch WNT kommt es zur Bindung des Rezeptors (Fz) mit dem Korezeptor 
(LRP) und dem Vermittler-Protein (Dsh);  
2B: Der Destruktionskomplex wird zum Rezeptorkomplex hin verschoben und  ß-Catenin akkumuliert 
im Zytoplasma;  
2C: Nach Translokation von ß-Catenin in den Zellkern wird die Transkription von Zielgenen durch die 
Interaktion mit LEF/TCF initiiert. 
 
 
 
L
R
P
 
L
R
P
 
LEF/TCF 
1A 
F
z
 
L
R
P
 
Dsh 
ß-Cat 
1B 
F
z
 
ß-Cat 
Destruktionskomplex 
P 
1C 
F
z
 
Proteasom 
2A 
F
z
 
WNT 
L
R
P
 
ß-Cat 
WNT 2B 
L
R
P
 
F
z
 
Dsh 
GSK3 
Axin CK1 
APC 
ß-Cat 
ß-Cat 
2C 
Fz - Frizzled-Rezeptor 
LRP - Lipoprotein Receptor-related Protein 
GSK3 - Glykogen Synthase-Kinase 3 
CK1 - Casein-Kinase 1 
APC - Adenomatous-Polyposis-Coli-Protein 
 
ß-TrCP - Bestandteil der Ubiquitin-Ligase 
Dsh - Dishevelled 
ß-Cat - ß-Catenin 
LEF - Lymphoid Enhancing Factor 
TCF - T-Zell-Faktor 
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1.3.3 ß-Catenin als Protoonkogen 
Viele Tumorerkrankungen, wie z.B. kolorektale und hepatozelluläre Karzinome sowie 
Ovarialkarzinome sind mit einer konstitutiven Aktivierung des kanonischen WNT/ß-
Catenin-Signalweges assoziiert82-84. In den meisten Fällen ist eine Mutation des ß-
Catenin-Gens ursächlich, welche die N-terminalen Anteile des Proteins verändert 
und die Degradation verhindert, wodurch ß-Catenin im Zytoplasma, auch ohne 
Stimulation durch WNT, akkumuliert und letztlich in den Zellkern gelangt85. Dadurch 
werden ß-Catenin-Zielproteine, wie Cyclin D1 und cMyc, ohne Stimulation exprimiert. 
Proliferation und Wachstum des Tumors werden so unterstützt86. Weiterhin können 
inaktivierende Mutationen bei Proteinen des Destruktionskomplexes, wie APC, den 
Abbau von ß-Catenin vermindern87. In den meisten Tumoren gilt die Überexpression 
von ß-Catenin bzw. der verminderte Abbau des Proteins als klassischer onkogener 
Mechanismus, wodurch Proliferation und Metastasierung der Tumorzellen 
vorangetrieben werden88, 89.  
1.3.4 Die Bedeutung des kanonischen WNT/ß-Catenin-Signalweges für die 
Myogenese 
Während der Embryogenese ist die Expression des ß-Catenin essentiell für die 
Entwicklung der drei Keimblätter (Ektoderm, Mesoderm und Entoderm) und im 
weiteren Verlauf auch für die Bildung der Muskulatur90. Wie bereits in Kapitel 1.2.1 
beschrieben ist die Initiierung der Myogenese im paraxialem Mesoderm abhängig 
von der Stimulation umliegender Gewebe (Neuralrohr, Chorda dorsalis, dorsales 
Ektoderm) und der Expression spezifischer myogener Regulationsfaktoren (PAX und 
MRF, Kapitel 1.2.3)91, 92. WNT-Glykoproteine, speziell WNT1 und WNT3A93, führen 
zur Aktivierung des kanonischen WNT/ß-Catenin-Signalweges, der bereits in der 
frühen Phase der Myogenese detektiert werden kann, noch bevor andere 
Regulationsfaktoren, wie MYF5 oder MyoD, exprimiert werden94. Bei Blockierung des 
kanonischen WNT-Signalweges ist die Expression von MYF5, einem der ersten 
myogenen Marker während der Muskelentwicklung, stark reduziert95. Auch der 
Transkriptionsfaktor MyoD wird durch WNT-Glykoproteine reguliert. Einerseits ist 
MYOD ein direktes Zielgen des kanonischen ß-Catenin-Signalweges, kann aber 
auch über den nicht-kanonischen WNT-Signalweg aktiviert werden96, 97. Die Aktivität 
und die nukleäre Lokalisation des ß-Catenin sind essentiell für den Eintritt der 
myogenen Vorläuferzellen in die skelettmuskelspezifische Differenzierung98. 
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Postnatal findet in den mesenchymalen bzw. muskulären Stammzellen bei 
Aktivierung des kanonischen WNT-Signalweges ebenfalls eine muskuläre 
Differenzierung der Zellen statt99, 100. 
1.3.5 Der kanonische WNT/ß-Catenin-Signaltransduktionsweg bei RMS 
Die Rolle des kanonischen WNT-Signalweges bei RMS ist bis heute nicht eindeutig 
geklärt. In anderen embryonalen Tumoren, wie dem Neuroblastom, dem Wilms-
Tumor oder dem Hepatoblastom sind aktivierende Mutationen im CTNNB1-Gen mit 
einer schlechteren Prognose assoziiert101-103. Für RMS sind lediglich zwei Fälle mit 
CTNNB1-Mutationen bekannt (beide ERMS), die zudem mit einem besseren 
Überleben für die Patienten assoziiert waren104. Bei einem in vivo RMS-Mausmodel, 
mit p53/c-fos doppel-mutierten Mäusen, wurde eine Überexpression von Inhibitoren 
des kanonischen WNT-Signalweges (sFRP2, sFRP4, Dkk1, Nkd1)105 nachgewiesen. 
Weiterhin spricht die überwiegende zytoplasmatische bzw. membranständige 
Lokalisation des ß-Catenin bei RMS-Tumoren106 dafür, dass der kanonische WNT/ß-
Catenin-Signalweg bei RMS inaktiv ist. Bei Stimulierung des kanonischen WNT-
Signalweges hingegen wurde eine erhöhte Expression myogener 
Regulationsfaktoren (MyoD, MYF5 oder Myogenin) bei ARMS Zelllinien 
nachgewiesen107. In einer anderen Arbeit wurde zudem gezeigt, dass die Aktivierung 
des kanonischen WNT-Signalweges die Proliferation bei ERMS-Zelllinien 
reduziert108. Die derzeitigen Forschungsergebnisse lassen darauf schließen, dass 
der kanonische WNT-Signalweg in RMS-Zellen aktivierbar ist, allerdings 
möglicherweise unterdrückt wird und seine Aktivierung einen antionkogenen Effekt 
haben könnte109.  
1.4 Ziel der Arbeit 
Um die molekularen Mechanismen der RMS-Tumorentstehung oder deren 
Inhibierung als Voraussetzung neuer therapeutischer Ansätze besser zu verstehen, 
war es Ziel der vorliegenden Arbeit, mittels aktivierender und inhibierender 
pharmakologischer und siRNA-basierter Interventionen den Einfluss des 
kanonischen WNT/ß-Catenin-Signaltransduktionsweges auf Proliferation, Migration, 
Differenzierung und Apoptose an prototypischen RMS-Zelllinien in vitro zu 
untersuchen.  
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2 MATERIAL UND METHODEN 
2.1 Materialien 
2.1.1 Geräte und Verbrauchsmaterialien 
Die in der Arbeit verwendeten Geräte und Verbrauchsmaterialien sind im Anhang 
aufgelistet. 
2.1.2 Antikörper 
Alle in der Arbeit verwendeten Primärantikörper sind in Tabelle 2.1. und alle 
Sekundärantikörper in Tabelle 2.2 aufgelistet. 
 
Tabelle 2.1: Primärantikörper 
Antigen Spezies (Klon) Bezugsquelle 
ß-Aktin mouse anti-human Santa Cruz, Santa Cruz, CA, USA 
ß-Catenin mouse anti-human Invitrogen, Carlsbad, CA, USA 
 
Tabelle 2.2: Sekundärantikörper 
Antigen Spezies (Klon) Markierung Bezugsquelle 
IgG goat anti-mouse HRP Santa Cruz, Santa Cruz, CA, USA 
IgG goat anti-mouse TR (Texas Red) Molecular Probes, Eugene, OR, USA 
2.1.3 Kits 
Folgende Kits wurden im Verlauf der Arbeit verwendet und sind in Tabelle 2.3 
dargestellt. 
 
Tabelle 2.3: Kits 
Kit Bezugsquelle 
RevertAid H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit Thermo Scientific; Waltham, MA, USA 
DyNAmo ColorFlash SYBR Green qPCR Kit Thermo Scientific; Waltham, MA, USA 
Super Signal West Dura Chemiluminescent Substrat Thermo Scientific; Waltham, MA, USA 
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2.1.4 Zelllinien 
In Tabelle 2.4 sind die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Zelllinien und deren 
Kultivierungsbedingungen aufgelistet.  
 
Tabelle 2.4: Zelllinien 
Typ Beschreibung Kultivierungsmedium Bezugsquelle 
CRL2061 ARMS RPMI/10% FBS ATCC*, Menasses, VA, USA 
FLOH1 ARMS  RPMI/10% FBS Olgahospital, Stuttgart, 
Deutschland 
RD ERMS  DMEM/10% FBS ATCC*, Menasses, VA, USA 
L-WNT3A Fibroblasten 
(Maus) 
DMEM/10% FBS/ 
G-418 (0,4 mg/ml) 
ATCC* CRL-2647, Menasses,  
VA, USA 
L-Zellen  Fibroblasten 
(Maus) 
DMEM/10% FBS ATCC* CRL-2648, Menasses, 
VA, USA 
*American Type Culture Collection 
 
2.1.5 Zellkulturmedien 
Für die Kultivierung der oben genannten Zellkulturen wurden die in Tabelle 2.5 
genannten Medien und Reagenzien verwendet. 
 
Tabelle 2.5: Zellkulturmedien 
Medium/Reagenz Bezugsquelle 
DMEM (+4,5 g/L Glucose, + L-Glutamine, + Pyruvat) Gibco, Carlsbad, CA, USA 
RPMI 1640 (+ L-Glutamine) Gibco, Carlsbad, CA, USA 
WNT3A-Medium  Eigenherstellung* 
L-Zell-Medium  Eigenherstellung* 
FBS  Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA  
PBS  Eigenherstellung  
Trypsin-EDTA (0.05%) Gibco, Carlsbad, CA, USA 
Geneticin (G-418) Gibco, Carlsbad, CA, USA 
*Überstand nach Kultivierung der WNT3A-/L-Zellen 
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2.1.6 WNT/ß-Catenin-Inhibitoren 
Die in Tabelle 2.6 aufgelisteten WNT/ß-Catenin-Inhibitoren wurden in vorliegender 
Arbeit verwendet.  
 
Tabelle 2.6: WNT/ß-Catenin-Inhibitoren 
Inhibitor Bezugsquelle 
FH535 Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA 
XAV939 Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA 
 
2.1.7 Primer  
Für die quantitative-Real-Time PCR (qRT-PCR) wurden die in Tabelle 2.7 
aufgelisteten Primer eingesetzt.  
 
Tabelle 2.7: Real-Time-quantitative-PCR Primer 
Bezeichnung Forward Primer-Sequenz Reverse Primer-Sequenz 
AXIN2 GCCAACGACAGTGAGATATCC CTCGAGATCAGCTCAGCTGCA 
CHRNG GCGCTGGAGAAGCTAGAGAA CACCAGGAACCACTCCTCAT 
CKM TGGTGTGGGTGAACGAGGAGGAT AACTTGGGGTGCTTGCTCAGGTG 
CTNNB GAAACGGCTTTCAGTTGAGC CTGGCCATATCCACCAGAGT 
DESMIN CATCGCGGCTAAGAACATTT GCCTCATCAGGGAATCGTTA 
GAPDH TGCACCACCAACTGCTTAGC GGCATGGACTGTGGTCATGAG 
MYOGENIN CCAGGGGATCATCTGCTCAC CTGTGATGCTGTCCACGATG 
 
2.1.8 siRNA 
Für die siRNA-Experimente wurde kommerziell erhältliche siRNA der Firma Qiagen 
(Hilden, Deutschland) gemäß den Herstellerangaben verwendet. 
 
Tabelle 2.8: siRNA der Firma Qiagen 
siRNA Ziel-Sequenz Katalog Nr. 
CTNNB1 CTC GGG ATG TTC ACA ACC GAA SI02662478 
AllStars negativ Kontroll-siRNA 
(scrambled) 
firmenseitig keine Angabe SI1027280 
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2.1.9 Proteingrößenbestimmung 
Für die Bestimmung der Proteingrößen (Molekulargewichte) wurde die PageRulerTM 
Plus Prestained Protein Ladder eingesetzt (Fermentas, St. Leon-Roth, Deutschland). 
2.1.10 Sonstige Reagenzien 
Weitere verwendete Reagenzien sind in Tabelle 2.9 dargestellt.  
 
Tabelle 2.9: Sonstige Reagenzien 
Reagenz Bezugsquelle 
Acrylamid (Rotiporese® Gel 30) Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland  
DMSO (Rotipuran® ≥99,8%) Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland 
Guanidine Hydrochlorid (G418) Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland 
SYBR Green Thermo Scientific; Waltham, MA, USA 
TEMED Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland 
TRIzol® Invitrogen, Carlsbad, CA, USA 
Trypanblau Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA 
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2.2 Methoden 
2.2.1 Kultivierung von Säugerzellen 
2.2.1.1 Allgemeines Prinzip 
Die adhärenten Zelllinien (Rhabdomyosarkom- und Fibroblastenzellen) werden im 
CO2-Inkubator bei einer Temperatur von 37°C und einer CO2-Konzentration von 5% 
kultiviert. Aufgrund unterschiedlicher Proliferationsgeschwindigkeiten der einzelnen 
Zelllinien werden die Kulturen alle 2-4 Tage gesplittet, sobald eine Konfluenz der 
Zellen von etwa 90% erreicht ist. Dabei wird den Kulturen unter der Sterilbank 
zunächst das Medium abgenommen und noch vorhandene Serumreste (FBS) mit  
1X PBS (Tabelle 2.11) ausgewaschen. Anschließend werden die Zellen bei 37°C für 
5-10 Minutentrypsiniert, um diese enzymatisch vom Untergrund zu lösen110. Nach 
Zugabe von frischem Nährmedium erfolgt eine, der jeweiligen Zelllinie angemessene 
Passagierung (1:4 bis 1:10). Tabelle 2.10 fasst die Kultivierungsbedingungen für die 
verwendeten Zellkulturgefäße zusammen. 
 
Tabelle 2.10: Kultivierungsgefäße und Bedingungen 
Bezeichnung Zelldichte beim 
Aussäen (x105/ml) 
PBS 
(ml) 
Trypsin 
(ml) 
Kultivierungsmedium 
(ml) 
T-75 Flasche 15 10 2 12 
6-well-Platte 2 2 1 2 
12-well-Platte 1 1 0,5 1 
24-well-Platte 0,5 0,5 0,2 0,5 
96-well-Platte 0,08 0,2 0,1 0,2 
 
Tabelle 2.11: 10X PBS-Puffer (ad 1l H20) 
10X PBS Menge (in g) 
Dinatriumhydrogenphosphatdihydrat 14,2 
Kaliumchlorid 2 
Kaliumdihydrogenphosphat 2,04 
Natriumchlorid 80 
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2.2.1.2 Zellzählung 
Vor dem Ansetzen eines Versuches wird die Zellzahl in einer Neubauerkammer 
(Precicolor, HBG, Deutschland) bestimmt. Dazu werden 10 µl der Zellsuspension mit 
10 µl einer Trypanblau-Lösung vermischt und die Zellzahl unter dem Mikroskop 
bestimmt. Zwei gegenüberliegende große Quadrate (mit jeweils 16 kleinen 
Quadraten) werden ausgezählt und mit dem Faktor 104 multipliziert. Diese Zellzahl 
bezieht sich auf 1 ml Zellsuspension.  
2.2.1.3 Kryokonservierung von Zellen 
Zum Einfrieren der Zellen sollte sich die Kultur in der exponentiellen 
Wachstumsphase befinden. Zunächst werden die adhärenten Zelllinien trypsiniert 
und gezählt. Anschließend werden die Zellen abzentrifugiert (300 x g für 5 Minuten 
bei Raumtemperatur (RT)), das Medium abgenommen und entsprechend der 
notwendigen Zellzahl von 1x106 – 1x107 Zellen/ml mit frischem Medium aufgefüllt110. 
Diese Zellsuspension wird im Verhältnis von 2:1 mit Einfriermedium (50% FBS; 20% 
DMSO; 30% Kulturmedium) vermischt und in ein 2ml-Kyroröhrchen (Thermo 
Scientific; Waltham, MA, USA) überführt. In einer Einfrierbox lagern die Röhrchen für 
24 h bei -80°C und werden anschließend im Stickstofftank bei -150°C 
langzeitgelagert.  
2.2.1.4 Auftauen von Zellen 
Die tiefgefrorenen Kryoröhrchen werden mit Hilfe eines Schaumstoffschwimmers in 
einem Wasserbad bei 37°C aufgetaut. Die Zellsuspension aus den Röhrchen wird in 
ein 15 ml Falcon, welches bereits 10 ml Kultivierungsmedium (bei RT) enthält, 
überführt. Nach Zentrifugation (300 x g für 5 Minuten bei RT) wird der Überstand 
abgenommen und das Zell-Pellet in frischem Kultivierungsmedium resuspendiert und 
in ein adäquates Zellkulturgefäß für die weitere Kultivierung überführt. 
2.2.1.5 WNT3A-Medium und L-Zell-Medium  
Zur Generierung der WNT3A- und korrespondierenden L-Zell-Überstände werden die 
WNT- und L-Zellen in der exponentiellen Phase 1:10 gesplittet und in T-150-
Zellkulturflaschen für 4 Tage im CO2-Inkubator kultiviert. Das Medium wird 
anschließend abgenommen, steril filtriert (0,22µm, TPP, Trasadingen, Schweiz), in 
ein 50 ml Röhrchen aufgenommen und bei 4°C gelagert. Die Zellen werden 
anschließend für weitere 3 Tage in frischem Medium kultiviert. Das Medium wird 
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erneut abgenommen, filtriert und mit dem Medium des ersten 
Kultivierungsabschnittes vermischt. Die Zellen werden anschließend verworfen, da 
sie überwachsen sind. Die Medien können bei 4°C für 4 Wochen gelagert, oder bei -
20°C für einige Monate eingefroren werden111. 
2.2.1.6 Pharmakologische Inhibitoren  
Zur Inhibierung des WNT-Signalwegs wurden zwei Substanzen (siehe Abbildung 
2.1), FH535 und XAV939, verwendet. FH535 ist ein small-molecule-Inhibitor, der den 
WNT/ß-Catenin-Signalweg hemmt, indem er vermutlich die Bindung von ß-Catenin 
an TCF/LEF verhindert und so die Expression von Zielgenen stört112, 113. Daneben 
blockiert das Molekül zusätzlich den Peroxisom-Proliferator-activated-Rezeptor-
Signalweg (PPAR), da es eine strukturelle Ähnlichkeit mit dem PPARy-Antagonisten 
GW9662 aufweist112, 114.  XAV939 hingegen stabilisiert den Destruktionskomplex, 
indem es die Poly-ADP-Ribosyltransferase Tankyrase inhibiert, die Axin, ein Protein 
des Destruktionskomplexes, für den proteasomalen Abbau markiert. Durch die 
Inhibierung der Tankyrase wird Axin stabilisiert, der Destruktionskomplex bleibt 
intakt, so dass ß-Catenin verstärkt abgebaut wird115. 
 
Abbildung 2.1: Schematische Darstellung der Inhibierung des kanonischen WNT-Signalweges mittels 
FH535 (GRIP1 wird deaktiviert) und XAV939 (Inhibierung der Tankyrase und Stabilisierung des 
Destruktionskomplexes)
112, 115
. 
LEF/TCF GRIP1 
+ FH535 
LEF/TCF GRIP1 
ß-Cat ß-Cat 
AXIN 
Proteasom 
+ XAV939 
ß-Cat 
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2.2.1.7 Chemische Transfektion – siRNA  
In der vorliegenden Arbeit wurde eine transiente Transfektion zur Generierung eines 
ß-Catenin Knock-down bei RMS-Tumorzellen verwendet. Zur Transfektion der ß-
Catenin spezifischen siRNA (CTNNB1, Qiagen, Hilden, Deutschland) werden 
chemische Transfektionsreagenzien (HiPerFect, Quiagen) verwendet und laut 
Herstellerprotokoll (Qiagen) verfahren. Dabei werden die Zellen zunächst trypsiniert, 
in frischem Medium aufgenommen und gezählt. In einer 6-well Platte werden 2x105 
Zellen/well in einem Endvolumen von 2,4 ml ausgesät. 100 µl siRNA-Mix (siehe 
Tabelle 2.12) werden für 10 min bei Raumtemperatur inkubiert und anschließend zu 
den Zellen gegeben und vermischt. Nach 6 h Inkubation bei 37°C im CO2-Inkubator 
wird das Transfektionsmedium abgenommen und durch frisches Medium ersetzt. Die 
Zellen werden anschließend für maximal 72 h weiter inkubiert. .  
 
Tabelle 2.12: siRNA-Transfektionsansatz 
Komponente Volumen (µl) 
siRNA 2,4 
Medium (Ø FBS) 85,4 
HiPerFect 12 
 
2.2.2 MTT-Zytotoxizitätstest 
2.2.2.1 Allgemeines Prinzip 
Das Testprinzip basiert auf einer Reduktion des MTT (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, 
USA), einem gelben Tetrazoliumsalz, durch metabolisch aktive Zellen in ein 
wasserunlösliches, blaues Formazan. Bei der Reduktion des 3-(4,5-dimethylthiazol-
2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromid (MTT) dienen vor allem NADH und NADPH als 
Reduktionsäquivalent116. Der kalorimetrische Nachweis des Formazan erfolgt 
spektrophotometrisch bei einer Wellenlänge von 565 nm mit einer 
Referenzwellenlänge von 670 nm in einem Mikroplatten-Lesegerät (Tecan, 
Männedorf, Schweiz). Je höher die Intensivität des Farbstoffes ist, desto höher ist die 
Anzahl metabolisch aktiver Zellen117. 
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2.2.2.2 MTT-Proliferationstests von RMS-Zellen, WNT/ß-Catenin-Inhibitoren  
In der vorliegenden Arbeit wird der MTT Test verwendet um Änderungen in der 
Zellaktivität und im weiteren Sinne der Proliferation von RMS-Zelllinien nach 
Behandlung mit A) ß-Catenin-Inhibitoren/siRNA und B) WNT3A-Stimulation 
nachzuweisen. Die Zellen (CRL2061, FLOH1 und RD) werden dazu in 96-well-
Platten in einer Zelldichte von 8x103 Zellen/well (200 µl Medium/well) ausgesät und 
für 24 h im CO2-Inkubator bei 37°C kultiviert. Das Medium wird daraufhin 
abgenommen und durch Medium mit Inhibitoren bzw. Stimulatoren (Tabelle 2.13) 
ersetzt. Die Testung erfolgt jeweils in Triplikaten. Als Negativkontrolle dienen 
unbehandelte Tumorzellen, bzw. falls erforderlich Tumorzellen, die mit dem 
Lösemittel (Vehikelkontrolle) der jeweiligen Inhibitoren versetzt werden (für FH535 
und XAV939: DMSO). Nach gewünschter Inkubationszeit folgt die Zugabe von 20 
µl/well MTT-Lösung (5 mg/ml gelöst in PBS) und eine Inkubationszeit von 3 h bei 
37°C. Nachfolgend wird der wässrige Überstand abgenommen und die Formazan-
Kristalle werden durch die Zugabe von 200 µl/well DMSO gelöst. Die 
spektrophotometrische Messung im Mikroplatten-Lesegerät erfolgt bei 565 nm mit 
einer Referenzwellenlänge von 670 nm. Abbildung 2.2 zeigt schematisch den 
Versuchsaufbau für die beiden Inhibitoren FH535 und XAV939. Zur Auswertung wird 
der Mittelwert eines Triplikats gebildet und die optische Dichte zum Zeitpunkt 0 h wird 
als 100% angesehen. Für weitere Zeitpunkte wird folgende Formel angewandt: 
 
Zunahme der Zellmasse (in %) =
Mittelwert der Absorption eines Triplikats (zum Zeitpunkt x) x 100 
Mittelwert der Absorption eines Triplikats (0h)
 
 
Tabelle 2.13: Konzentration der Inhibitoren (MTT-Test) 
Inhibitor Konzentration 1 
(in µM) 
Konzentration 2 
(in µM) 
Konzentration 3 
(in µM) 
FH535 20 40 80 
XAV939 8 16* (32)* 
* in 1%igem DMSO gelöst 
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 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12  
A              
B              
C             CRL2061 
D             FLOH1 
E             RD6 
F              
G              
H              
  
Kontrolle 
 
XAV/FH 
Konz. 1 
 
XAV/FH 
Konz. 2 
 
XAV/FH 
Konz. 3 
 
Abbildung 2.2: Schematischer Aufbau eines MTT-Tests 
 
Abbildung 2.3 zeigt den schematischen Aufbau des MTT-Tests wie er für die 
Kombination von WNT3A-Stimulation bei gleichzeitiger Inhibierung durch FH535 und 
XAV939 verwendet wurde (WNT/ß-Catenin-Inhibitor-Konzentration (FH535=40 µM; 
XAV939=16 µM). Das L-Zell-Medium dient als Kontrolle des WNT3A-Mediums.  
 
 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12  
A              
B              
C             DMEM 
D             L-Zell 
E             WNT3A 
F              
G              
H              
  
Kontrolle 
 
DMSO 
Kontrolle 
 
FH535 
40 µM 
 
XAV 
16 µM 
 
 
Abbildung 2.3: MTT-Test: WNT3A-Medium mit WNT/ß-Catenin-Inhibitoren (für eine Zelllinie 
dargestellt) 
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2.2.3 In-vitro-Scratch-Assay 
Der Scratch-Assay dient der Untersuchung des Migrationsverhaltens, der Zell-Zell-
Interaktionen und gibt auch Hinweise auf das Proliferationsverhalten der Zellen118. 
Für den Scratch-Assay werden die Zellen in einer Zelldichte von 0,5x105 Zellen/well 
in einer 12-well-Platte ausgesät und für 24 h im Nährmedium (1 ml/well) im CO2-
Inkubator kultiviert. Im Anschluss wird das Medium abgenommen und die Platten mit 
den entsprechenden Kultivierungsmedien a) Normalmedium, b) Medium zur 
Stimulation (WNT3A) und c) Medium zur Inhibierung (FH535, XAV939 oder siRNA) 
vorbehandelt. Nach erneuter Inkubation bei 37°C für 24 h wird mit einer 
Pipettenspitze (200 µl) eine horizontal und vertikal verlaufende Linie auf dem 
Zellrasen gekratzt (Scratch). Um die mechanisch losgelösten Zellen und möglichen 
Zellschrot zu entfernen, wird das Medium abgenommen, die Zellen einmal mit PBS 
gewaschen und frisches Kontroll-, Inhibitor- oder Stimulationsmedium zugegeben. 
Der Verlauf der Migration/ Proliferation wird zu verschiedenen Zeitpunkten (0, 4, 8, 
12 und 24 h) mit einem inversem Mikroskop mit Phasenkontrast (Leica, Wetzlar, 
Deutschland) dokumentiert (0 h-Wert). Die Abbildung 2.4 veranschaulicht den 
Versuchsaufbau: 
 
 
Die Aufnahmen der Zellen entstehen bei einer 100fachen Vergrößerung und werden 
vom Mittelpunkt des ‚Scratches‘ in allen vier Richtungen (oben, unten, links, rechts) 
erzeugt. Dafür wird die Software LAS 4.4. (Leica, Wetzlar, Deutschland) genutzt. Für 
die Quantifizierung der Scratch-Fläche diente der ScratchAssayAnalyzer119, ein Plug-
In des Bildverarbeitungsprogramms ImageJ120 . 
b) a) c) d) 
Abbildung 2.4: Scratch-Assay a) Kultivierung der behandelten Zellen bis zur Konfluenz bei 
37°C, b) Mit einer 200 µl Pipettenspitze entsteht der Scratch, c) Aufnahme am inversen 
Mikroskop (0, 4, 8, 12 und 24 Stunden), d) Quantifizierung des Scratches mittels 
ScratchAssayAnalyzer (ImageJ) 
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2.2.4 RNA-Isolierung und Verarbeitung 
Um Kontaminationen durch RNAsen zu vermeiden, werden alle Oberflächen und 
Arbeitsmaterialien (z.B. Pipetten und Pipettenspitzenboxen) vor der Aufbereitung der 
Proben mit RNAse away (Molecular BioProducts, San Diego, CA, USA) gereinigt. 
2.2.4.1 Zellkultivierung für RNA-Isolation 
Die Kultivierung von Zellen zur Isolierung von RNA erfolgt in 6-well-Platten. Pro well 
werden 2x105 Zellen ausgesät und für 24 h im CO2-Inkubator kultiviert. Anschließend 
wird das Medium abgenommen und die Zellen mit den entsprechenden 
Konzentrationen a) Inhibitoren und b) Stimulationsmedien für 48 h bei 37°C 
behandelt. Zur Isolierung der RNA und Proteine (Kapitel 2.2.5.1) wird das Medium 
nach der Inkubationszeit abgenommen und 1 ml TRIzol® pro well (einer 6-well-
Platte) zugegeben (siehe Abbildung 2.5). Alle weiteren Schritte erfolgen nach dem 
Herstellerprotokoll. Da sowohl RNA als auch Proteine isoliert werden, wird neben der 
wässrigen Phase, die nach Zugabe des Chloroforms und anschließender 
Zentrifugation den oberen Anteil der Lösung im Reaktionsgefäß ausmacht, auch die 
untere Lösemittelphase zur Proteinisolierung zurückbehalten (siehe Kapitel 2.2.5). 
Die RNA-Pellets werden in 20 µl DEPC-Wasser (Qiagen, Venlo, Niederlande) gelöst.   
 
 
Abbildung 2.5: Phasentrennung nach Zugabe von TRIzol® und Chloroform und Zentrifugation  
2.2.4.2 Bestimmung der RNA-Konzentration und -Reinheit 
Mit Hilfe eines Spektrometers (NanoDrop®) wird die Konzentration der RNA unter 
Messung der optischen Dichte (OD) der Nukleinsäuren bei einer Wellenlänge von 
260 nm wie folgt bestimmt (Lambert-Beer‘sche Gesetz):  
 
 
 
Wässrige Phase (RNA) 
Interphase (DNA) 
Chloroformphase (Proteine) 
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c(µg/ml) = OD260 x V x 40    V:  Verdünnungsfaktor 
       40: Multiplikationsfaktor (dsRNA) 
 
Der Absorptionsquotient A260/A280 sollte bei der Messung zwischen 1,8 und 2,0 
betragen, um eine mögliche Kontamination der RNA mit z.B. Proteinen (Absorption 
der aromatischen Aminosäuren bei 280nm) auszuschließen. Dieser Quotient spiegelt 
die Reinheit der RNA nach Isolation wider.  
Für die Konzentrationsbestimmung wird eine Probenmenge von 2 µl eingesetzt.  
2.2.4.3 Reverse Transkription – cDNA Synthese  
Nach Isolierung und Konzentrationsbestimmung wird 1 µg RNA mit Hilfe des 
RevertAid H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo Scientific; Waltham, 
MA, USA) laut Herstellerprotokoll in cDNA umgeschrieben. Dazu nutzt das Kit die 
Reverse Transkriptase aus dem Moloney murine leukemia Virus (MMLV-RT)121. 
2.2.4.4 Real-Time-quantitative-PCR (RTQ-PCR) 
Diese Form der PCR122 nutzt für die kontinuierliche Detektion der Menge an dsDNA 
nach jedem Zyklus einen fluoreszierenden, DNA-interkalierenden Farbstoff.123 Im 
Verlauf dieser Arbeit wurde das DyNAmo ColorFlash SYBR Green qPCR Kit 
(Thermo Scientific; Waltham, MA, USA) laut Herstellerangaben verwendet124. Neben 
dem Farbstoff enthält das Kit unter anderem noch RNasen, welche überschüssige 
mRNA in der Probe abbauen. Zur Detektion wird das ABI-StepOne Plus Real Time 
PCR Gerät (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) genutzt. Folgende Volumina 
werden pro well (96-well-Platte) eingesetzt (Primer siehe Tabelle 2.7): 
 
    cDNA (1:10 Verdünnung)  2 µl 
    SYBR Green    5 µl 
    Primer    2 µl 
    H2O     1 µl 
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Jede Probe wird in technischen Duplikaten gemessen. Für die PCR gelten folgenden 
Bedingungen: 
1. 95 °C    10 min 
2. 95 °C    15 sek 
3. 60 °C    1 min 
 
Um die Qualität bzw. Spezifität der Amplifikation zu bestimmen wird eine 
Schmelzkurvenanalyse im Anschluss an die PCR durchgeführt. Dabei wird die Probe 
über einen Zeitraum von 40 Minuten kontinuierlich um 0,3°C erhitzt. Bei einer für das 
Fragment spezifischen Temperatur löst sich der DNA-Doppelstrang in zwei 
Einzelstränge und das DNA-interkalierende SYBR Green wird freigesetzt. Die 
Änderung (Abnahme) der Fluoreszenz wird detektiert und kann grafisch mittels einer 
Schmelzkurve (melting curve) dargestellt werden. So kann die Bildung unspezifischer 
PCR-Produkte in der Probe ausgeschlossen werden125. 
2.2.4.5 Relative Quantifizierung der qRT-PCR-Produkte 
Während sich die Amplifikation in der exponentiellen Phase befindet, hebt sich das 
Fluoreszenzsignal einer Probe signifikant von der Hintergrundfluoreszens ab. Die 
Zykluszahl, in der dies passiert, wird als CT-Wert (Cycle Threshold) bezeichnet. 
Dieser Wert wird für die relative Quantifizierung unter Verwendung der  
2-ΔΔCT-Methode herangezogen
126: 
 
   ΔCT  = CTZielgen – CTReferenzgen 
   ΔΔCT  = ΔCTBehandelt – ΔCTKontrolle 
   Ratio  = 2-ΔΔCT 
 
Referenzgen: In dieser Arbeit wurde die Glycerinaldehyd-3-phosphat-
dehydrogenase (GAPDH) als housekeeping gene verwendet127. 
Voraussetzung für diese Berechnung ist die optimale PCR-Amplifikation, auch 
Effizienz (E) genannt. Zur Korrektur solcher Schwankungen kann folgende Formel 
herangezogen werden:  
 
Ratio =
(EZielgen) ΔCTZielgen(Kontrolle – Behandlung) 
(EReferenzgen) ΔCTReferenzgen (Kontrolle – Behandlung)
 
40 x 
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2.2.5 Proteinisolierung und Verarbeitung 
Um einen Abbau der Proteine zu verhindern werden Proteinlösungen soweit möglich  
auf Eis aufgetaut und weiterverarbeitet.  
2.2.5.1 Proteinisolierung 
Für die Aufbereitung der Proteine aus den behandelten Zellen wird die aus der RNA-
Isolierung mit TRIzol® übrig gebliebene Inter- und Chloroformphase (Abbildung 2.4) 
genutzt. Nach Zugabe von 0,3 ml Ethanol und Zentrifugation (2000 x g für 5 min) fällt 
die DNA aus und der proteinhaltige Überstand kann abgenommen werden. Dieser 
wird mit 1,5 ml Isopropanol versetzt und zentrifugiert (12.000 x g für 10 min). Dabei 
bildet sich am Boden des Reaktionsgefäßes ein Protein-Pellet. Nach dreifacher 
Waschung (0.3 M guanidine hydrochlorid in 95%igem Ethanol) wird das Pellet in  
200 µl 1%iges SDS aufgenommen und kann anschließend quantifiziert werden. Die 
Protein-Lösungen werden bei -80°C gelagert.   
2.2.5.2 SDS Polyacrylamid-Gelelektrophorese und Western Blotting 
Für diese Arbeit wird das von Laemmli128 entwickelte diskontinuierliche 
elektrophoretische System (SDS-PAGE) zur Auftrennung der Proteine nach ihrer 
Größe (Dalton) genutzt.  
Für die Auftrennung der Proteine nutzt dieses System ein SDS-haltiges TRIS-Glycin-
Puffersystem mit zwei unterschiedlichen Gelen, einem Trenn- und Sammelgel. Im 
Gegensatz zum Trenngel besitzt das Sammelgel einen niedrigeren pH-Wert (pH 6,8 
Sammelgel, pH 8,8 Trenngel) und weitere Poren um eine Akkumulation der Proteine 
am Übergang von Sammel- und Trenngel zu ermöglichen. Zur Analyse des  
ß-Catenin-Proteins mit einer Masse von etwa 90 kDa wird ein 10%iges Trenngel 
verwendet. Tabelle 2.14. zeigt die Zusammensetzung von Trenn- und Sammelgel. 
Die Mengenangaben sind ausreichend für zwei Mini-Gele. Pro Ansatz (Tasche) 
werden 20-30 µg Proteine verwendet, mit 20% Laemmli-Probenpuffer versetzt und 
bei 95°C für 5 Minuten denaturiert. Die Auftrennung der Proteine erfolgt bei einer 
Spannung von 100-120V in 1X Elektrophorese-Puffer.  
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Tabelle 2.14: Zusammensetzung des Sammel- und Trenngels 
 
Die aufgetrennten Proteine werden anschließend auf eine Polyvinylidenfluorid-
Membran (PVDF, GE Healthcare, Fairfield, CT, USA) immobilisiert. Dazu wird die 
Membran zunächst für 30 Sekunden in Methanol äquilibriert und anschließend 
zusammen mit dem Polyacrylamid-Gel, Whatman-Papier und Schwämmen in 1X 
Transferpuffer für 5-10 Minuten gespült. Aufgrund der Anlagerung des negativ 
geladenen SDS wandern Proteine von der Kathode zur Anode. Die 
Zusammensetzung der Kassetten der Transferkammer (Mini Trans-Blot® Cell, 
Biorad) erfolgt entsprechend der Proteinlaufrichtung (Abbildung 2.6). Anschließend 
werden die Kassetten in die Slots der Transferkammer geschoben. Bei einer 
Stromstärke von 60 mA pro Polyacrylamid-Gel erfolgt der Proteintransfer auf die 
PVDF-Membran über 3 h bei RT oder über Nacht bei 4°C129. 
 
 
 
Abbildung 2.6: Zusammensetzung einer Kassette eines Western Blots 
 
 
Pufferkomponente Sammelgel 10% Trenngel (30-120 kDa) 
Acrylamid (30%) 0,65 ml 3,3 ml 
TRIS pH 8,8 - 2,5 ml 
TRIS-Cl, pH 6,8 1,25 ml - 
SDS 50 µl 100 µl 
APS 50 µl 100 µl 
TEMED 10 µl 10 µl 
H2O 3 ml 4 ml 
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Tabelle 2.15: Laemmli-Probenpuffer 
Reagenz Konzentration 
TRIS 125 mM 
Glycerin 20% 
Natriumdodecylsulfat 4% 
ß-Mercaptoethanol 10% 
Bromphenolblau 0,004 % 
 
Tabelle 2.16: Elektrophorese-Puffer (10X) 
Reagenz Konzentration 
TRIS 250 mM 
Glycin 1,92 M 
Sodiumdodecylsulfat 1% 
 
Tabelle 2.17: Transferpuffer (10X) 
Reagenz Konzentration 
TRIS 20 mM 
Glycin 150 mM 
Methanol 20% 
 
Tabelle 2.18: TBS-T  
Reagenz Konzentration 
TRIS (pH 8,0) 10 mM 
Natriumchlorid 150 mM 
Tween20 0,05% 
 
2.2.5.3 Immunologischer Proteinnachweis 
Nach dem Transfer der Proteine auf die PVDF-Membran wird diese zum Blocken 
unspezifischer Antikörperbindungsstellen für 1 h in 5%iger Magermilch (Carl Roth, 
Karlsruhe, Deutschland) bei Raumtemperatur geschwenkt. Danach wird der Blot in 
eine luftdicht verschweißte Folie unter Zugabe von ß-Catenin-Primärantikörper 
(mouse anti-human) im Verhältnis 1:1000 in 1%iger Magermilch für 2 h bei RT oder 
über Nacht bei 4°C inkubiert. Die Membran wird anschließend dreimal für 10 min in 
TBS-T gewaschen um schwach bzw. unspezifisch bindende Antikörper zu entfernen. 
Zur Detektion des Primärantikörpers wird die Membran mit einem HRP (Horseradish 
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peroxidase) gekoppelten anti-Maus-Sekundärantikörper im Verhältnis 1:1000 in 
1%iger Magermilch für 1 h bei RT inkubiert. Es folgen drei weitere Waschvorgänge 
mit TBS-T für jeweils 10 min. Die Membran wird anschließen für 2 min in PBS 
geschwenkt. Der ß-Catenin-Nachweis erfolgt mittels Zugabe eines ECL-Substrates, 
das nach Umsetzung durch die HRP chemiluminesziert und mithilfe eines 
Chemilumineszenz-Imaging–System sichtbar gemacht werden kann. Die 
Quantifizierung der Proteinbanden erfolgt mit der Fusion-Capt Analysesoftware 
(Peqlab, Erlangen, Deutschland).  
Als Ladekontrolle erfolgt auf derselben Membran der Nachweis von ß-Actin. Dazu 
werden zunächst alle gebundenen Antikörper unter Verwendung der 1X Re-Blot-
Solution (Millipore, Temecula, CA, USA) von der Membran gelöst (20 min bei RT). 
Nach dreimaliger Waschung mit PBS werden unspezifische Bindestellen auf der 
Membran mit 5%iger Magermilch geblockt und der ß-Actin-Primärantikörper (mouse 
anti-human) im Verhältnis 1:1000 in 1%iger Magermilch zugegeben. Die weiteren 
Schritte erfolgen analog zum Proteinnachweis von ß-Catenin.  
2.2.6 Indirekte Immunfluoreszenz der kultivierten Zellen 
Um den Effekt von WNT3A, eines Stimulus des ß-Catenin-Signalwegeses, auf den 
Kerntransfer von ß-Catenin zu visualisieren, wird die Methode der Immunfluoreszenz 
eingesetzt. Die Zellen werden auf Kammerobjektträgern (Leica, Wetzlar, 
Deutschland) ausgesät (5x103 Zellen/Kammer) und für 24 h bei 37°C kultiviert. 
Anschließend erfolgt die Zugabe des entsprechendem Mediums (DMEM-, L-Cell-, 
WNT3A-Medium) mit oder ohne FH535 (40 µM). Zu festgelegten Zeitpunkten (5 min, 
30 min, 2 h, 6 h) werden die Zellen auf dem Objektträger fixiert (4% Formaldehyd in 
1XPBS für 10 min bei RT), geblockt (5%BSA in 1XPBS für 1 h bei RT) und 
anschließend mit dem Primärantikörper (ß-Catenin) im Verhältnis 1:200 in Antibody 
Diluent (DAKO, Santa Clara, CA, USA) für 1 h, oder alternativ über Nacht bei 4°C 
inkubiert. Nach dreimaliger Waschung mit 1XPBS für jeweils 3 min erfolgt die Zugabe 
eines Texas Red markierten anti-Maus Sekundärantikörper (im Verhältnis 1:1000 in 
Antibody Diluent).130 Im Anschluss werden die Kammern erneut für 3 min dreimal mit 
1X PBS gewaschen. Das Eindeckmedium (Vector, Burlingame, CA, USA) enthält das 
für die Kern-Gegenfärbung notwendige DAPI. Die Auswertung erfolgt mit Hilfe eines 
Fluoreszensmikroskops von Olympus (Bx41, Shinjuku, Tokio, Japan) und der 
dazugehörigen Imaging-Software cellF (Olympus). 
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2.2.7 Durchflusszytometrie 
Zur Darstellung apoptotischer Zellen mittels Annexin V/Propidiumiodid-Färbung wird 
ein Durchflusszytometer der Firma BD verwendet (FACSCanto™ II). 
2.2.7.1 Annexin V/Propidiumiodid-Färbung 
Zur Detektion der Apoptose wird eine Annexin V/Propidiumiodid-Färbung 
durchgeführt, nachdem die RMS-Zellen mit FH535, L-Zell-Medium oder WNT3A-
Medium für 48 h behandelt wurden. Die Zellen werden im Anschluss an den 
Behandlungszeitraum trypsiniert. Zum Nachweis bereits abgeschwommener 
apoptotischer Zellen wird zudem der Überstand aufgehoben und zusammen mit den 
trypsinierten Zellen bei 800 x g für 3 Minuten pelletiert. Nach zweimaliger Waschung 
mit eiskaltem 1X PBS werden die Zellen gezählt und jeweils 2x105 Zellen in 100 µl 
Annexin V-Bindepuffer resuspendiert (BD Bioscience). Nach Zugabe von 5 μl 
fluoresceingekoppeltem Annexin V (BD Bioscience) und 10 μl Propidiumiodid (Sigma 
Aldrich) werden die Zellen für 15 min bei RT im Dunkeln inkubiert und anschließend 
mit weiteren 200 μl Annexin V-Bindepuffer versetzt. Im Anschluss erfolgt die 
durchflusszytometrische Analyse mit dem FACSCanto™ II (BD Bioscience). 
2.2.8 Statistische Auswertung 
Die statistische Auswertung erfolgt mit Hilfe der Software GraphPad Prism 6 
(GraphPad, La Jolla, CA, USA). Der Student’s t-Test wurde als statistisches 
Testverfahren angewandt. Als statistisch signifikant galten p-Werte kleiner als 0,05. 
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3 ERGEBNISSE 
3.1 Inhibierung des kanonischen ß-Catenin-Signalwegeses  
Die im Rahmen der Arbeit vorgenommenen in-vitro-Untersuchungen wurden am 
Beispiel von drei RMS-Zelllinien, CRL2061, FLOH1 und RD, durchgeführt, die die 
drei häufigsten RMS-Subtypen repräsentieren (siehe Tabelle 3.1). Für die Stimulation 
des kanonischen WNT/ß-Catenin-Signalweges wurde ein mit WNT3A angereichertes 
Nährmedium verwendet (siehe Material und Methoden, Kapitel 2.1.5). Zur 
Inhibierung wurden zwei pharmakologische Wirkstoffe getestet, FH535 und XAV939, 
die an jeweils unterschiedlichen Stellen in der Signalkaskade des kanonischen  
ß-Catenin-Signalweges eingreifen (siehe Abbildung 2). Weiterhin wurde eine  
ß-Catenin-spezifische siRNA verwendet. 
 
Tabelle 3.1: Verwendete Zelllinien
131, 132
 
 
 
 
 
 
3.1.1 Einfluss der pharmakologischen WNT/ß-Catenin-Inhibitoren FH535 und 
XAV939 auf die Proliferation von RMS-Tumorzellen 
Zunächst wurde der Einfluss der beiden Inhibitoren des ß-Catenin-Signalweges, 
FH535 und XAV939, auf die Proliferations- und Überlebensraten der verwendeten 
RMS-Zelllinien untersucht. Abbildung 3.1 zeigt die Wachstumskurven der drei 
Zelllinien nach Behandlung mit FH535 und XV939 mit jeweils zwei unterschiedlichen 
Konzentrationen (siehe Material und Methoden; Tabelle 2.13) über einen Zeitraum 
von 72 h.  
 
RMS-Subtyp Zelllinie 
ARMS (PAX3-FKHR-positiv) CRL2061 
ARMS (translokations-negativ) FLOH1 
ERMS RD 
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Abbildung 3.1: MTT-Test zur Untersuchung des Einfluss der Inhibitoren FH535 und XAV939 auf die 
proliferative Aktivität der RMS-Zelllinien CRL2061, FLOH1 und RD (8x10
3
 Zellen/well) über einen 
Zeitraum von 72 h. Gezeigt sind jeweils die Behandlungen mit  20 µM FH535 und 8 µM. Als Kontrolle 
dienten unbehandelte Zelllinien. Die Behandlung erfolgte in Triplikaten in drei unabhängigen 
Versuchen. Dargestellt ist der Mittelwert der drei unabhängigen Experimente mit der 
Standardabweichung. p* < 0,01, *** p < 0,005 
 
Mit FH535 behandelte Zellen weisen nach 48 stündiger Inkubationsdauer eine 
verminderte proliferative Aktivität auf, die für FLOH1 und RD im weiteren 
Beobachtungszeitraum kontinuierlich abnimmt, während die ARMS-Zelllinie 
CRL2061 im Vergleich zu den unbehandelten Kontrollen einen Proliferationsarrest 
zeigt (Abbildung 3.1). Für XAV939 hingegen wurde keine wesentliche Beeinflussung 
der Proliferationsrate im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle beobachtet 
(Abbildung 3.1). Höhere Konzentrationen an FH535 (40 µM) verstärken den 
beobachteten Effekt (Abbildung 3.2) mit signifikant verminderten Proliferationsraten 
bereits nach 24 h. Die Eskalation der Wirkstoffkonzentration auf 80 µM erwies sich 
bereits nach 24 h als letal (nicht gezeigt). Im Gegensatz dazu beeinflusst eine 
Konzentrationssteigerung des XAV939 auf 16 µM weder die Proliferationsrate der  
ARMS-Zelllinien (CRL2061 und FLOH), noch die der ERMS-Zelllinie RD  
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(Abbildung 3.2 (A)). Allerdings wurde bei hohen XAV939 Konzentrationen eine 
Kristallbildung im Nährmedium beobachtet (siehe Abbildung 3.2 (B)), sodass eine 
Erhöhung des XAV939 Lösemittels DMSO auf 1% nötig und eine weitere 
Konzentrationssteigerung nicht möglich war. Die weiteren Behandlungen und 
Versuchsreihen wurden daher mit 40 µM FH535 und maximal 16 µM XAV939 
durchgeführt.  
 
Abbildung 3.2: Einfluss der Inhibitoren FH535 und XAV939 auf die proliferative Aktivität der RMS-
Zelllinien CRL2061, FLOH1 und RD.  (A) MTT-Test der RMS-Zelllinien (8x10
3
 Zellen/well) über einen 
Zeitraum von 72 h unter Behandlung mit 40 µM FH535 und 16 µM XAV939. Als Kontrolle dienten 
(A) 
(B) 
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unbehandelte Zelllinien. Die Behandlung erfolgte in Triplikaten in drei unabhängigen Versuchen. 
Dargestellt ist der Mittelwert der drei unabhängigen Experimente mit der Standardabweichung, * p < 
0,05, *** p < 0,005; (B) Präzipitate (roter Pfeil) nach Behandlung der Zellen mit XAV939 in höherer 
Konzentration (>16 µM). Hier dargestellt sind repräsentativ die FLOH1-Zellen nach 24 stündiger 
Behandlung. Vergrößerung X100.  
 
3.1.2 Einfluss eines spezifischen ß-Catenin Knock-down auf die Proliferation 
von RMS-Tumorzellen  
Zur Einschätzung möglicher unspezifischer Nebeneffekte der beiden 
pharmakologischen Inhibitoren wurde zudem die Expression von ß-Catenin durch 
eine ß-Catenin-spezifische siRNA gehemmt. Wie in Abbildung 3.3 gezeigt wird die 
Proliferationsfähigkeit bei keiner der Zelllinien beeinträchtig und entspricht, wie im 
Falle des pharmakologischen Inhibitors XAV939, der unbehandelten Kontrolle. 
 
 
Abbildung 3.3: Einfluss spezifischer ß-Catenin siRNA auf die proliferative Aktivität der RMS-Zelllinien 
CRL2061, FLOH1 und RD. MTT-Test der RMS-Zelllinien (8x10
3
 Zellen/well) über einen Zeitraum von 
72 h nach ß-Catenin-Knock-down. Als Kontrolle diente die Behandlung mit scrambled (src)-siRNA. Die 
Behandlung erfolgte in Triplikaten in zwei unabhängigen Versuchen. Dargestellt sind der Mittelwert der 
beiden unabhängigen Experimente und die Standardabweichung. * p < 0,05. 
3.1.3 Einfluss der pharmakologischen Inhibitoren und der siRNA auf die 
Proteinexpression von ß-Catenin  
Im nächsten Schritt wurde der Einfluss der beiden pharmakologischen Inhibitoren 
und der siRNA auf die ß-Catenin-Proteinexpression quantifiziert. Sowohl für FH535 
als auch XAV939 wurde eine verminderte ß-Catenin-Expression in allen Zelllinien 
nachgewiesen, wobei die ARMS-Zelllinie CRL2061 das geringste Ansprechen auf die 
Behandlung aufweist (Abbildung 3.4 (A)). 
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Ein Knock-down mittels spezifischer siRNA führt in allen drei Zelllinien zu einer 
Reduzierung der Expression von ß-Catenin auf Protein- und RNA-Ebene (Abbildung 
3.4 (B, C)). 
 
Abbildung 3.4: Einfluss der pharmakologischen Inhibitoren, FH535 und XAV939, des kanonischen  
ß-Catenin-Signaltransduktionsweges  (A) und der spezifischen ß-Catenin siRNA (B) auf die ß-Catenin-
Proteinexpression in den RMS-Zelllinien CRL2061, FLOH1 und RD. (A) ß-Catenin-Western Blot der 
RMS-Zelllinien nach Behandlung mit 40 µM FH535 (linke Seite) oder 16 µM XAV939 (rechte Seite) 
über einen Zeitraum von 48 h. ß-Actin diente als Ladekontrolle. Als Kontrolle dienten mit DMSO 
behandelte Zellen. Zur Quantifizierung wurde die ß-Catenin-Expression auf ß-Actin normalisiert und 
die Expression DMSO behandelter Zellen wurde als 100% festgelegt (schwarze Balken). Hier 
aufgezeigt ist jeweils die quantitative Analyse eines repräsentativen Western Blots. (B) Western Blot-
Analyse der ß-Catenin-Expression 48 h nach ß-Catenin Knock-down durch eine spezifische siRNA. ß-
Actin diente als Ladekontrolle. Unspezifische scrambled siRNA (src) diente als Kontrolle. Die ß-
Catenin-Expression wurde auf ß-Actin normalisiert und die Expression mit scrambled siRNA 
behandelten Zellen wurde als 100% festgelegt (schwarze Balken). Hier aufgezeigt ist jeweils die 
CRL2061 FLOH1 RD 
FH535 
sr
c + 
ß-Catenin 
ß-Actin 
 100kDa 
 45kDa 
CRL2061 FLOH1 RD 
- + - + - + XAV939 
sr
c + 
sr
c + 
CRL2061 FLOH1 RD 
- + - + - + 
siRNA 
ß-Catenin 
ß-Actin 
+ + + 
(A) 
(B) (C) 
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quantitative Analyse eines exemplarischen Western Blots. (C) qRT-PCR der ß-Catenin-Expression 
nach siRNA vermitteltem Knock-down. GAPDH diente der Normalisierung. Die Expression von scr-
behandelten Zellen wurde auf 1 festgelegt. Dargestellt sind Mittelwert zweier unabhängiger 
Experimente und der Standardfehler des Mittelwertes. ***p<0.005 
3.2 Stimulation des kanonischen WNT-Signaltransduktionsweges durch 
WNT3A 
Im nächsten Schritt wurden die Effekte einer Stimulation des ß-Catenin-
Signalwegeses näher untersucht. Dazu wurden die RMS-Zelllinien über einen 
Zeitraum von 72 h mit WNT3A-Medium behandelt. Als Kontrolle dieses Mediums 
diente L-Zell-Medium.  
3.2.1 Einfluss von WNT3A auf die Proliferation von RMS-Tumorzellen 
Die Aktivierung des WNT/ß-Catenin-Signalweges mit WNT3A-Medium geht in der 
translokationsnegativen ARMS-Zelllinien FLOH1 und in der ERMS-Zelllinie RD mit 
einer signifikanten Reduktion des Proliferationsverhaltens im Vergleich zu 
unbehandelten Zellen einher. Allerdings konnte in diesen Zelllinien ebenfalls ein 
signifikant vermindertes Wachstumsverhalten mit dem WNT3A-negativem L-Zell-
Medium nachgewiesen werden, wobei nur in der FLOH1-Zelllinie ein signifikanter 
Unterschied zwischen L-Zell-Medium und WNT3A-Medium besteht   (Abbildung 3.5). 
Die translokationspositive ARMS-Zelllinie CRL2061 hingegen weist im 
Wachstumsverhalten keine Unterschiede nach 72 h auf.  
 
Abbildung 3.5: Einfluss einer Stimulation des kanonischen WNT/ß-Catenin-Signaltransduktionsweges 
durch WNT3A auf die proliferative Aktivität der RMS-Zelllinien CRL2061, FLOH1 und RD. Dargestellt 
ist ein MTT-Test der RMS-Zelllinien (8x10
3
 Zellen/well) über einen Zeitraum von 72 h unter 
Behandlung mit WNT3A. Als Kontrolle dienten mit L-Zell-Medium behandelte Zellen und unbehandelte 
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Zelllinien. Die Behandlung erfolgte in Triplikaten in drei unabhängigen Versuchen. Dargestellt ist der 
Mittelwert der drei unabhängigen Experimente mit der Standardabweichung. ** p< 0,01, *** p < 0,005 
 
Infolge der Stimulation des kanonischen ß-Catenin-Signaltransduktionsweges mit 
WNT3A wurde im Vergleich zum Kontrollmedium (L-Zell-Medium) im Western Blot 
eine verstärkte ß-Catenin Proteinkonzentration nachgewiesen. Ähnlich wie bei den 
Inhibitor-Experimenten bereits beobachtet, reagiert die translokationspositive ARMS-
Zelllinie CRL2061 kaum auf die Stimulation im Vergleich zu der 
translokationsnegativen ARMS-Zelllinie FLOH1 und der ERMS-Zelllinie RD. 
 
Abbildung 3.6: Einfluss einer Stimulation des kanonischen WNT/ß-Catenin-Signaltransduktionsweges 
durch WNT3A auf die ß-Catenin-Proteinexpression. Oben: Western Blot-Analyse nach einem 
Behandlungszeitraum von 48 h.  ß-Actin diente als Ladekontrolle. RMS-Zellen nach Behandlung mit L-
Zell-Medium dienten der Kontrolle. Unten: Quantifizierung der ß-Catenin-Expression. Die ß-Catenin-
Expression wurde auf ß-Actin normalisiert; mit L-Zell-Medium behandelte Zellen wurden auf 100% 
festgelegt (schwarze Balken). Hier aufgezeigt ist jeweils die quantitative Analyse eines repräsentativen 
Western Blots. 
3.3 Einfluss einer simultanen Stimulation und Inhibierung auf  
RMS-Tumorzellen 
Inwieweit sich die Proliferationsrate der Zelllinien nach Inhibierung des kanonischen 
WNT/ß-Catenin-Signaltransduktionsweges verändert, wenn dieser zeitgleich durch 
WNT3A stimuliert wird, zeigt Abbildung 3.7. Wie bereits dargestellt (Abbildung 3.2 
und 3.5) führt sowohl eine Inhibierung mit FH535 in allen Zelllinien, als auch eine 
Stimulation des kanonischen WNT-Signalweges mit WNT3A in der FLOH1- und RD- 
Zelllinie zu einer Senkung der Proliferationsrate. Gleichzeitige Stimulation mit 
CRL2061 FLOH1 RD 
- + - + - + WNT3A 
ß-Catenin 
ß-Actin 
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WNT3A und Inhibierung mit FH535 verstärken den beobachteten Effekt und führen 
bei den FLOH1- und RD-Zelllinien zu einer verminderten Proliferationsrate im 
Vergleich zur Einzelbehandlung (Abbildung 3.7). Eine simultane Stimulation mit 
WNT3A-Medium und Inhibierung entweder mit XAV939 oder spezifischer ß-Catenin 
siRNA führt derweil zu keiner maßgeblichen Verminderung der Proliferationsraten bei 
allen drei Zelllinien.   
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Abbildung 3.7: Einfluss einer simultanen Stimulation und Inhibition/Knock-down des kanonischen  
ß-Catenin-Signaltransduktionsweges auf die proliferative Aktivität der RMS-Zelllinien CRL2061, 
FLOH1 und RD. MTT-Test der RMS-Zelllinien (8x10
3
 Zellen/well) über 72 h unter Stimulierung 
(WNT3A-Medium), Inhibition (40 µM FH535/ 16 µM XAV939) bzw. Knock-down (spezifische ß-Catenin 
siRNA)  sowie einer Kombinationsbehandlung aus WNT3A und Inhibierung/Knock-down. Die 
Behandlung erfolgte in Triplikaten in drei (Stimulation und Inhibition) bzw. zwei (Stimulation und 
Knock-down) unabhängigen Versuchen. Dargestellt ist der Mittelwert aller drei Experimente mit der 
Standardabweichung. * p < 0,05; *** p < 0,005 
3.4 Migrationsverhalten der RMS-Zellen  
Da die simultane Inhibierung und Aktivierung des kanonischen Signalweges im Falle 
von FH535 nicht aber bei XAV939 und spezifischer siRNA Einfluss auf das 
Proliferationsverhalten der RMS-Zelllinien genommen hat, wurde im nächsten Schritt 
analysiert, inwieweit die Behandlung Einfluss auf das Migrationsverhalten der Zellen 
hat. Dazu wurde ein in-vitro-Scratch-Assay (siehe Kapitel 2.2.3) durchgeführt, der 
Analyse des Wanderungs-/Proliferationsverhaltens der Zellen nach Stimulation und 
Inhibierung des kanonischen WNT-Signalweges dienen soll.   
3.4.1 Zellmigration unter Inhibition mit FH535 und XAV939 
Abbildung 3.8 zeigt repräsentative Aufnahmen der Zelllinie FLOH1 zu verschiedenen 
Zeitpunkten und unter Behandlung mit FH535 und XAV939. Die Abnahme der 
Scratchbreite dient als Kriterium für die Migrations- und Proliferationsfähigkeit der 
Zelllinien. Die Behandlung der RMS-Zelllinien mit FH535 führt bei der ARMS-Zelllinie 
CRL2061 und den ERMS-Zelllinien RD und FLOH1 im Beobachtungszeitraum im 
Vergleich zu unbehandelten Zellen zu einem signifikanten Unterschied bei fehlender 
Verminderung der Scratchbreite. Nach Kultivierung der Zellen mit XAV939 (16 µM) 
ergibt sich hingegen kein signifikanter Unterschied im Proliferations- und 
Migrationsverhalten im Vergleich zur Kontrolle während des 24 stündigen 
Behandlungszeitraum (Abbildung 3.8 (B)).  
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Abbildung 3.8: In-vitro-Scratch-Assay (Migrationsassay) der drei RMS-Zelllinien CRL2061, FLOH1 und 
RD. Die Zellen wurden in einer Zelldichte von 5x10
4 
Zellen/well in einer 12-well Platte ausgesät. Nach 
24 h Präinkubation wurde der konfluente Zellrasen mit einer 200 µl-Pipettenspitze durchbrochen und 
die Zellen mit 40 µM FH535 oder 16 µM XAV939 behandelt. Zur Kontrolle dienen unbehandelte 
Zellen. (A) Exemplarische mikroskopische Aufnahmen der Veränderung der Spaltbreite bei FLOH1 
nach  0 h, 12 h und 24 h nach Behandlung mit FH535 und XAV939. Die Kontrolle zeigt unbehandelte 
Zellen; Vergrößerung X50. (B) Abnahme der Scratchbreite nach Behandlung der drei Zelllinien mit 
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40µM FH535 (links) und 16µM XAV939 (rechts) nach 24 h . Die Scratchbreite zum Zeitpunkt 0 h 
wurde mit 100% angenommen. Dargestellt ist jeweils der Mittelwert aus drei unabhängigen Versuchen 
sowie die Standardabweichung des Mittelwertes. *** p < 0,005 
3.4.2 Zellmigration unter Stimulation mit WNT3A 
Die Inhibierung des kanonischen ß-Catenin-Signalwegeses wirkt sich nur bei FH535 
auf Zellwachstum und Migrationsverhalten aus. Für die Inhibierung mit XAV939 
wurde keine wesentliche Beeinträchtigung nachgewiesen. Im Gegensatz dazu 
vermindert die Stimulation der Zellen mit WNT3A die Proliferationsrate in der FLOH1-
Zelllinie (siehe Abbildung 3.5). Auch im Scratch-Test wurde eine verminderte 
Migration/Proliferation der Tumorzellen beobachtet. Wie Abbildung 3.9 zeigt führt die 
Zugabe von konditioniertem WNT3A-Medium zu einer verminderten Proliferation/ 
Migration aller drei untersuchten RMS-Zelllinien im Vergleich zu den mit L-Zell 
Medium behandelten Kontrollen. 
 
Abbildung 3.9: In-vitro-Scratch-Assay (Migrationsassay) bei den drei RMS-Zelllinien CRL2061, FLOH1 
und RD. Die Zellen wurden in einer Zelldichte von 5x10
4 
Zellen/well in einer 12-well Platte ausgesät. 
Nach 24 h Präinkubation wurde der Zellrasen mit einer 200 µl-Pipettenspitze durchbrochen und die 
Zellen mit WNT3A-Medium für 24 h behandelt. Zur Kontrolle dient die Behandlung der Zellen mit  
L-Zell-Medium. (A). Balkendiagramm nach Behandlung der drei Zelllinien mit WNT3A-Medium  nach  
(A) (B) 
L-Zell-Medium + WNT3A 
0
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24 h (B) Repräsentative mikroskopische Aufnahmen der Veränderung der Scratchbreite der RD-
Zelllinie nach  0 h, 12 h und 24 h nach Behandlung mit WNT3A-Medium. Dargestellt sind jeweils der 
Mittelwert aus drei unabhängigen Versuchen sowie die Standardabweichung des Mittelwertes.  
** p < 0,01 
3.4.3 Zellmigration unter simultaner Inhibition und Stimulation 
Im weiteren Schritt wurde untersucht, welchen Effekt die Inhibierung des 
kanonischen WNT-Signalweges bei gleichzeitiger Stimulation hat. Abbildung 3.10 
zeigt, dass die gleichzeitige Behandlung der Zellen mit 40 µM FH535 und WNT3A-
Medium zu einer Zunahme der Scratchbreite führt (siehe (A)). Auch hier konnten 
bereits mit dem L-Zell-Medium, das eigentlich als Kontrolle zum WNT3A-Medium 
dienen sollte, ähnliche aber mildere Effekte beobachtet werden. Bei der Betrachtung 
der mikroskopischen Aufnahmen fällt auf, dass sich die RMS-Zellen unter diesen 
Bedingungen vom Plattenboden gelöst haben (siehe (C)). Die Inhibierung bzw. 
Stimulation des kanonischen ß-Catenin-Signalwegeses mit FH535 bzw. WNT3A 
hemmt in beiden Fällen Proliferation/ Migration der RMS-Zellen. Dieser Effekt wird 
durch die simultane Behandlung der Zellen mit beiden Wirkstoffen verstärkt. Bei 
simultaner Behandlung der Zellen mit 16 µM XAV939 und WNT3A konnte dieser 
Effekt für die ARMS-Zelllinien nicht nachgewiesen werden, die ERMS-Zelllinie (RD) 
hingegen zeigt ein geringeres Migrations-/Proliferationsverhalten bei simultaner 
Behandlung im Vergleich zu unbehandelten Zellen und alleiniger Inhibierung mit 
XAV939 (siehe (B)).  
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Abbildung 3.10: In-vitro-Scratch-Assay (Migrationsassay) der drei RMS-Zelllinien CRL2061, FLOH1 
und RD. Die Zellen wurden in einer Zelldichte von 5x10
4 
Zellen/well in einer 12-well Platte ausgesät. 
Nach 24 h Präinkubation wurde der Zellrasen mit einer 200 µl-Pipettenspitze durchbrochen und die 
Zellen mit L-Zell-Medium, WNT3A-Medium bzw. einer Kombination aus L-Zell-Medium/WNT3A-
Medium und einem Inhibitor (40µM FH535 oder 16 µM XAV939) für 24 h behandelt. (A) 
Balkendiagramm nach Behandlung der drei Zelllinien mit L-Zell-Medium, WNT3A-Medium, L-Zell-
Medium + 40 µM FH535 und WNT3A-Medium + 40µM FH535 (von links nach rechts) nach 24 h. (B) 
(A) 
(B) 
U
n
b
e
h
a
n
d
e
lt
 
4
0
 µ
M
 F
H
5
3
5
 +
 W
N
T
3
A
 M
e
d
iu
m
 
(C) 
CRL 2061 FLOH 1 RD 
CRL 2061 FLOH 1 RD 
 44 
Balkendiagramm nach Behandlung der drei Zelllinien mit L-Zell-Medium (1% DMSO), WNT3A-Medium 
(1% DMSO), L-Zell-Medium + 16 µM XAV939 und WNT3A-Medium + 16 µM XAV939 (von links nach 
rechts) nach 24 h. Dargestellt ist jeweils der Mittelwert aus drei unabhängigen Versuchen sowie die 
Standardabweichung des Mittelwertes, * p<0,05, *** p < 0,005 (C) Repräsentative mikroskopische 
Aufnahme der ARMS-Zelllinie CRL2061 nach 24 h Kultivierung ohne Behandlung (links) und 
gleichzeitiger Behandlung mit 40µM FH535 und WNT3A-Medium (rechts). Vergrößerung X50 
3.5 Auswirkung einer Inhibition und Stimulation des kanonischen  
WNT/ß-Catenin-Signaltransduktionsweges auf die Apoptose 
Inwieweit die unter den Abschnitten 3.2 und 3.3 beschriebenen Effekte im 
Proliferations- und Migrationsverhalten der RMS-Zelllinien auf einen verstärkten 
Zelltod zurückzuführen sind, wurde im Folgenden untersucht. Dazu wurden die RMS-
Zelllinien nach Behandlung mit FH535 bzw. WNT3A mit Annexin V / Propidiumiodid 
gefärbt und durchflusszytometrisch analysiert. 
In Abbildung 3.11 kann man zunächst die Auswirkung von 40 µM FH535 auf das 
Apoptoseverhalten sehen. Sowohl der Anteil Annexin V-einfach-positiver (früh- 
apoptotisch), als auch der Anteil doppelt-positiver-Zellen (spät-apoptotisch und 
nekrotisch) nimmt in allen drei RMS-Zelllinien, besonders aber bei der ERMS-Zelllinie 
(RD) nach 48 stündiger Inkubation mit 40 µM FH535 zu.  
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Abbildung 3.11: Einfluss des kanonischen WNT-Signalweg-Inhibitors FH535 (40µM) auf die Apoptose 
der drei RMS-Zelllinien. Zur Kontrolle dienen unbehandelte Zellen. Zu sehen ist ein Dot-Blot einer 
Annexin V/PI-Färbung nach 48 h Inkubationszeit.  
 
Die Stimulation mit WNT3A-Medium hingegen hat keine apoptotische Wirkung 
(Abbildung 3.12).  
Abbildung 3.12: Einfluss einer Stimulation des kanonischen WNT-Signalweges mit WNT3A auf die 
Apoptose der drei RMS-Zelllinien (CRL2061, FLOH1, RD) nach 48 h Behandlung. Zur Kontrolle 
dienen mit L-Zell-Medium behandelte Zellen. Im Balkendiagramm (links) ist der prozentuale Anteil 
Annexin V-positiver Zellen nach 48 h Behandlung dargestellt. Der Dot-Blot (rechts) zeigt exemplarisch 
eine Annexin V/PI-Färbung nach 48 h Inkubationszeit mit bzw. ohne Stimulation mit WNT3A an der 
translokationsnegativen ARMS-Zelllinie (FLOH1). Hier dargestellt ist ein repräsentatives Experiment 
nach 3-facher unabhängiger Messung.  
 
Eine simultane Inhibition und Stimulation (WNT3A-Medium und 40 µM FH535) zeigt 
im Proliferations- und Migrationsverhalten (siehe Kapitel 3.2 und 3.3) den größten 
hemmenden Effekt. In Bezug auf die Apoptose zeigt sich auch hier, dass die 
simultane Behandlung der Zelllinien nach 48 h zu einer verstärkten Apoptose führt 
(siehe Abbildung 3.13).  
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L-Zell Medium + WNT3A 
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Abbildung 3.13: Einfluss einer simultanen Stimulation und Inhibition des kanonischen WNT-
Signalwegs mit WNT3A und FH535 auf die Apoptose der drei RMS-Zelllinien (CRL2061, FLOH1, RD) 
und die Einzelbehandlung mit WNT3A-Medium oder 40 µM FH535 nach 24 h und 48 h Behandlung. 
Zur Kontrolle dienen unbehandelte Zellen. Im Balkendiagramm ist der prozentuale Anteil Annexin V-
einfach und AnnexinV/PI-doppelt-positiver Zellen nach 24 h bzw. 48 h Behandlung dargestellt.  
 
3.6 Auswirkung der Stimulation und Inhibierung des kanonischen WNT/ß-
Catenin-Signaltransduktionsweges auf die Expression muskuläre 
Differenzierungsgene 
Da die Stimulation mit WNT3A-Medium keinen Effekt auf die Apoptoserate hat, 
jedoch Veränderungen im Proliferations- und Migrationsverhalten der RMS-Zellen 
bedingt, wurde im nächsten Schritt untersucht, ob sich die Differenzierung der RMS-
Zellen verändert. Dazu wurde die Expression ausgewählter muskulärer 
Differenzierungsgene untersucht.   
3.6.1 Inhibition und ß-Catenin-Knock-down  
Abbildung 3.14 zeigt den Einfluss der beiden pharmakologischen Inhibitoren FH535 
und XAV939 sowie eines spezifischen ß-Catenin Knock-down auf die Expression 
muskulärer Differenzierungsgene (CHRNG (fetaler Acetylcholinrezeptor), CKM, 
Desmin und Myogenin) und die Expression des ß-Catenin auf RNA-Ebene. Eine 
Inhibition des kanonischen WNT-Signalweges mittels FH535 und XAV939 hat in 
keiner der untersuchten Zelllinien Einfluss auf die Expression des ß-Catenin 
(CTNNB1) auf RNA-Ebene (Abbildung 13 A, B). Ein Knock-down mittels ß-Catenin-
spezifischer siRNA reduziert hingegen, wie erwartet, in allen drei Zelllinien die 
Expression des ß-Catenin (siehe Abbildung 13 C).  
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Die Expressionsprofile der untersuchten Zelllinien in Bezug auf die Expression 
muskulärer Differenzierungsgene weisen abhängig vom eingesetztem Inhibitor oder 
der Behandlung mit siRNA keine signifikanten Unterschiede auf. Nach Behandlung 
mit FH535 zeigt sich jedoch tendenziell eine Herabregulation einiger untersuchter 
Muskeldifferenzierungsgene, speziell von Myogenin und des fetalen 
Acetylcholinrezeptors bei der ARMS-Zelllinie CRL2061 und der ERMS-Zelllinie RD. 
Die Expression bei FLOH1 bleibt davon unbeeinflusst. Die Behandlung mit XAV939 
oder eines siRNA-abhängigen ß-Catenin-Knock-downs scheint hingegen keinen 
signifikanten Einfluss auf die Geneexpression der untersuchten Gene zu haben. 
(siehe (B) und (C)).  
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Abbildung 3.14: qRT-PCR Analyse der RMS-Zelllinien CRL2061, FLOH1 und RD hinsichtlich der 
Expression von CHRNG, CKM, Desmin, Myogenin und CTNNB1 nach Behandlung der Zellen mit  
40 µM FH535 (A), 16 µM XAV939 (B) und einer spezifischen ß-Catenin siRNA (C) für jeweils 48 h. Als 
Kontrolle dienen mit DMSO behandelte oder mit scr-transfizierte Kontroll-Zellen, deren Expression als 
1 angenommen wird. Die Expression in den RMS-Zellen wurde zu GAPDH normalisiert. Dargestellt 
sind der Mittelwert aus drei unabhängigen Experimenten, die jeweils in Duplikaten gemessen wurden 
und deren Standardfehler (SEM). *p<0.05, ***p<0.005 
 
CCRL2061 FLOH1 RD 
(A) 
(B) 
CRL2061 FLOH1 RD 
CRL2061 FLOH1 RD 
(C) 
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3.6.2 Stimulation des kanonischen WNT-Signalweges mittels WNT3A 
In Abbildung 3.15 ist zu sehen, dass eine Stimulation des kanonischen WNT-
Signalweges mittels WNT3A in allen drei RMS-Zelllinien zu einer signifikanten RNA-
Expressionssteigerung des AXIN2, einem Ziel- und Kontrollgen der WNT3A-
Stimulation, führt (siehe (A)). Weiterhin findet sich in allen drei untersuchten Zelllinien 
hinsichtlich des Expressionsprofiles myogener Differenzierungsgene (Desmin, CKM, 
CHRNG und Myogenin) keine signifikante Veränderung der Genexpression (siehe 
(B)). Es zeigt sich eine gering erhöhte Expression der Gamma-Untereinheit des 
fetalen Acetylcholinrezeptors (CHRNG) und der muskulären Kreatin-Kinase (CKM) in 
der translokationsnegativen ARMS-Zelllinie FLOH1. Das Zielgen der Stimulation mit 
WNT3A, das ß-Catenin (CTNNB1), zeigt in allen drei Zelllinien keine signifikant 
erhöhte Expression auf RNA-Ebene. Nach Stimulation mit WNT3A erfolgt der 
Kerntransfer des ß-Catenin, um dessen Zielgene zu transkribieren. Hierfür wurde 
eine Immunfluoreszenzanalyse durchgeführt (siehe (C)) und zeigte bei Behandlung 
mit WNT3A-Medium diese Kernlokalisation des ß-Catenin. Bei Behandlung mit dem 
L-Zell-Medium konnte der Kerntransfer bzw. eine Kernlokalisation nicht gezeigt 
werden. 
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Abbildung 3.15: (A) qRT-PCR Analyse der RNA-Expression des ß-Catenin-Zielgens AXIN2 (A) sowie 
der muskulären Differenzierungsmarker (CHRNG, CKM, Desmin und Myogenin) und CTNNB1 (B) und 
Immunfluoreszenzanalysen der ß-Catenin-Expression nach Behandlung der RMS-Zelllinien mit 
WNT3A (C). (A) und (B): qRT-PCR-Analyse der RMS-Zellen nach Behandlung mit WNT3A-Medium 
für 48 h. Als Kontrolle dienten mit L-Zell-Medium behandelte Zellen. Die Expression in den RMS-
Zellen wurde zur GAPDH-Expression normalisiert. Dargestellt sind die Mittelwerte aus drei 
unabhängigen Experimenten, die jeweils in Duplikaten gemessen wurden sowie deren Standardfehler 
(SEM). ** p<0.01; ***p<0.005 (C): Immunfluoreszenzanalyse der ß-Catenin-Expression (Texas Red) 
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am Beispiel der translokationspositiven ARMS-Zelllinie (CRL2061) nach Behandlung mit WNT3A-
Medium für 6 h Zur Kerngegenfärbung wurde DAPI verwendet. Als Kontrolle dienten mit L-Zell-
Medium behandelte Zellen.  
 
Eine simultane Inhibierung des kanonischen WNT/ß-Catenin-Signalweges mit 
FH535, XAV939 oder einer ß-Catenin-spezifischen siRNA wiederum reprimiert die 
Expression des WNT3A-Zielgenes AXIN2 und belegt die Wirkung der untersuchten 
Inhibitoren (siehe Abbildung 3.16).  
 
 
 
Abbildung 3.16: qRT-PCR Analyse der RNA-Expression des ß-Catenin-Zielgens AXIN2 nach 
Behandlung der RMS-Zelllinien mit simultaner Inhibierung (FH535 bzw. XAV939) und Stimulation mit 
WNT3A (A) sowie nach Behandlung mit der ß-Catenin-spezifischen siRNA und WNT3A (B). Als 
Kontrolle dienen unbehandelte (A) oder mit scr-transfizierte Zellen (B), deren Expression als 1 
angenommen wird. Die Expression in den RMS-Zellen wurde zu GAPDH normalisiert. Dargestellt sind 
der Mittelwert aus zwei unabhängigen Experimenten, die jeweils in Duplikaten gemessen wurden und 
der Standardfehler (SEM). *p<0.05, ***p<0.005 
(A) 
(B) 
CRL2061 FLOH1 RD 
(B) 
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4 DISKUSSION 
Die Fehlregulation des kanonischen WNT/ß-Catenin-Signaltransduktionsweg spielt 
eine wesentliche Rolle bei der Tumorgenese verschiedener maligner Tumore, wie 
z.B. dem primären hepatozellulärem Karzinom, dem Ovarialkarzinom oder auch dem 
kolorektalem Karzinom82, 133, 134. Mechanismen, die zur Aktivierung des kanonischen 
WNT/ß-Catenin-Signalweges in diesen Tumoren führen, resultieren in einer 
verstärkten Proliferation der Tumorzellen durch Aktivierung von Zellzyklusgenen79, 
135, einer erhöhten Metastasierungs- und einer verminderten Apoptoserate sowie 
einer eingeschränkten Differenzierung der Tumorzellen136. Während der 
Embryogenese hingegen, ist die Aktivierung des kanonischen WNT/ß-Catenin-
Signalweges entscheidend für die Differenzierung96, 137. Bei humanen embryonalen 
Stammzellen (hESC) konnte gezeigt werden, dass die Aktivierung des Signalweges 
für die Differenzierung von Stammzellen eine entscheidende Rolle spielt138. Damit 
scheint der kanonische WNT/ß-Catenin-Signalweg abhängig vom zellulären Kontext 
sowohl die Differenzierung, wie bei humanen embryonalen Stammzellen gezeigt, als 
auch die Proliferation und Metastasierung bei vielen Tumorzellen, zu steuern.  
Bei vielen der bereits untersuchten kindlichen Tumoren ließ sich durch die 
Aktivierung des kanonischen WNT/ß-Catenin-Signalweges eine tumorfördernde 
Wirkung nachweisen139-141. Folgerichtig konnte gezeigt werden, dass die Inhibierung 
des Signalweges durch XAV939 sowohl beim Medulloblastom142 als auch beim 
Neuroblastom143 eine tumorinhibierende Wirkung aufweist. Welche Wirkung  
ß-Catenin-Inhibitoren auf RMS-Tumore besitzen, wurde bisher kaum untersucht, und 
wenig ist über den Einfluss des kanonischen WNT/ß-Catenin-Signalweges bei RMS 
bekannt. Einige Arbeiten konnten zeigen, dass, ähnlich wie bei hESC beobachtet, 
eine ß-Catenin Aktivierung zur Differenzierung von RMS-Tumorzellen führen kann105, 
107, 108, wohingegen andere Arbeiten dem kanonischen WNT/ß-Catenin-Signalweg 
keinerlei Bedeutung für Tumorprogression, Metastasierung oder Differenzierung von 
RMS beimessen144.  Die Verwendung verschiedener ß-Catenin-Inhibitoren erlaubte 
in der vorliegenden Arbeit einen Perspektivwechsel der den kanonischen WNT/ß-
Catenin-Signalweg an einer bisher nicht untersuchten Stelle unterbricht und somit 
eine Neueinordnung der bisher beschriebenen Ergebnisse ermöglicht.   
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4.1 Die Inhibierung des kanonischen WNT/ß-Catenin-Signalweges hat keinen 
Effekt auf das Wachstum und die Differenzierung von RMS-Tumorzellen 
Eine aktivierende Mutation bzw. eine Dysregulation der Regulatorproteine des ß-
Catenin-Signalweges führen in einigen malignen Tumoren, wie z.B. dem kolorektalen 
Karzinom zu einer Überexpression von ß-Catenin85. Die Inhibition des kanonischen 
ß-Catenin-Signalweges führt folgerichtig zu einem verminderten Tumorwachstum  
in vivo und einer geringeren Proliferations-  und Migrationsrate in vitro145-147. Zurzeit 
werden diverse Inhibitoren, die an unterschiedlichen Punkten der WNT-Signalkas-
kade wirken, in klinischen Studien erprobt148, 149. Bislang sind für RMS-Tumoren in 
der Literatur nur sieben Fälle mit aktivierenden ß-Catenin-Mutationen beschrieben 
worden150-152. In sechs Fällen wurde die Mutation im ERMS und eine einzige 
Mutation in einem translokationsnegativen ARMS nachgewiesen. Die Spannweite 
des Tumorstadiums (IRS-modifiziertes TNM-Stadium153) der sieben Patientenproben 
reicht von Stadium 1 bis 4. In der Mehrzahl der untersuchten Fälle wurden bei RMS-
Tumore allerdings weder eine ß-Catenin-Mutationen entdeckt, noch konnte eine 
nukleäre Lokalisierung von ß-Catenin gezeigt werden107, 154, was als Voraussetzung 
für die Aktivierung des kanonischen WNT/ß-Catenin-Signalweges gilt155. In jedem 
Fall ist offensichtlich, dass die drei von mir in dieser Arbeit verwendeten Zelllinien für 
das gesamte Spektrum klinisch vorkommender RMS nicht repräsentativ sind. Es 
konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass eine Inaktivierung des 
Signaltransduktionsweges mittels spezifischem Knock-down (ß-Catenin siRNA) bzw. 
Inhibition mit dem ß-Catenin-Inhibitor XAV939 in vitro weder zu einer verminderten 
Proliferations-, und Migrationsrate führt, noch einen Einfluss auf die muskuläre 
Differenzierung der RMS-Zelllinien hat. Im Gegensatz dazu führte eine Behandlung 
mit dem ß-Catenin-Inhibitor FH535 zu einer signifikanten Inhibierung der Proliferation 
und Migration in allen RMS-Zelllinien und zu einer verminderten Expression von 
Differenzierungsgenen bei CRL2061 und RD Zellen. Gleichzeitig kam es zu einer 
effektiven Induktion der Apoptose in den untersuchten Zelllinien. Dieser 
antiproliferative und proapoptotische Effekt von FH535 wurde bereits für Kolon-, 
Mamma- und hepatozelluläre Karzinome beschrieben 156-158.   
Grund dieser Diskrepanzen zwischen den Inhibitoren ist ein off-target-Effekt von 
FH535, das nicht nur den kanonischen WNT/ß-Catenin-Signalweg, sondern 
zusätzlich den Peroxisom- Proliferator-activated-Rezeptor-Signalweg (PPAR) 
blockiert, weil es eine strukturelle Ähnlichkeit mit dem PPARy-Antagonist GW9662 
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aufweist112, 114. Tatsächlich konnte im Rahmen einer laborinternen Masterarbeit 
gezeigt werden, dass eine FH535- nicht aber eine XAV939-Behandlung die PPARy-
Expression auch bei RMS-Tumorzellen auf Proteinebene vermindert (nicht in dieser 
Arbeit dargestellt). Da die beschriebenen Effekte auf Proliferation, Migration, 
Apoptose und Differenzierung (vorrangig bei CRL2061 und RD) lediglich im Falle 
einer FH535, nicht aber bei der Behandlung mit spezifischer ß-Catenin siRNA oder 
XAV939 auftraten, scheint eine Einflussnahme von PPARy/δ auf das RMS-
Wachstum wahrscheinlich. Dabei ist die Herabregulation der Differenzierungsgene 
(bei CRL2061 und RD) am ehesten über die verstärkte Apoptoseinduktion durch 
FH535 zu erklären, in deren Verlauf die Genexpression gestoppt und der schrittweise 
Zellabbau beginnt. Auch dies konnte mit spezifischen PPARy/δ-Inhibitoren bei RMS-
Tumorzellen in einer laborinternen Masterarbeit gezeigt werden. Die spezifische 
Inhibierung des kanonischen WNT/ß-Catenin-Signalweges hat allerdings keinen 
Einfluss auf die untersuchten RMS-Tumorzellen.  
4.2 Der kanonische WNT/ß-Catenin-Signalwege ist in RMS-Tumorzellen 
aktivierbar 
Annavarapu et al. zeigten anhand von Immunfluoreszensanalysen in vitro, dass eine 
Stimulation des kanonischen WNT/ß-Catenin-Signalweges mit dem physiologischen 
Liganden, rekombinantem WNT3A (rWNT3A), möglich ist und zu einer 
perinukleären/nukleären Translokation von ß-Catenin führt106. Zudem zeigten diese 
Autoren, dass in den von ihnen untersuchten Zelllinien alle relevanten Proteine der 
Signalkaskade, wie z.B. GSK3ß, Dishevelled, Axin und LRP6, exprimiert werden, und 
eine Stimulation mit rWNT3A zur ß-Catenin vermittelten Aktivierung eines TOP/FOP-
Reporterassays führt. Daher ist davon auszugehen, dass der Signalweg selbst intakt 
ist107. Andere Arbeiten konnten darüber hinaus zeigen, dass der Signalweg beim 
RMS auch pharmakologisch stimulierbar ist105, 108. So nutzen Chen et al. für die 
Stimulierung einen Glykogen-Synthase-Kinase-3-Inhibitor (GSK3) und konnten eine 
Induktion von AXIN2 und eine positive nukleäre ß-Catenin-Expression 
nachweisen108. Singh et al. hingegen verwendeten für die Analysen embryonale 
Rhabdomyosarkomzellen, die aus Tumoren einer p53-/-/c-fos-/--doppelmutierten Maus 
entnommen wurden und stimulierten den kanonischen WNT/ß-Catenin-Signalweg 
mittels Lithiumclorid (LiCl)105. Auch in der hier vorliegenden Arbeit konnte nach 
Stimulation von RMS-Tumorzellen mit WNT3A-konditioniertem-Medium gezeigt 
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werden, dass der Signalweg funktionell aktiv ist und zur Induktion von AXIN2 in allen 
drei verwendeten Zelllinien führt. Neben einer ß-Catenin-Translokation in den 
Zellkern weisen WNT3A-behandelte Zellen im Western Blot eine höhere ß-Catenin-
Proteinmenge, aufgrund der Inaktivierung des Destruktionskomplexes, auf159. Die 
Aktivierbarkeit des kanonischen WNT/ß-Catenin-Signalweges konnte somit 
nachgewiesen werden, allerdings lassen die im Zuge der Arbeit durchgeführten 
Blockadeexperimente vermuten, dass der kanonische WNT-Signalweg bei RMS-
Tumorzellen in vitro inaktiv ist und Proliferation oder Migration nicht beeinflusst. 
Vor diesem Hintergrund stellte sich daher die Frage, ob, ähnlich wie bei hESC138, die 
Aktivierung des kanonischen WNT-Signalweges die myogene Differenzierung von 
RMS induzieren bzw. die ‚natürlich‘ Inaktivität des Signalswegs zur bekannten 
Differenzierungsblockade von RMS Tumorzellen beitragen könnte. 
4.3 Die Stimulation des kanonischen ß-Catenin-Signalweges hat keinen 
Einfluss auf die myogene Differenzierung oder Proliferation der 
verwendeten RMS- Zelllinien 
Tatsächlich konnten Annavarapu et al. zeigen, dass eine Stimulation des 
kanonischen WNT/ß-Catenin-Signalweges mit rekombinantem WNT3A zu einer 
signifikanten verminderten proliferativen Aktivität und einer Induktion der myogenen 
Differenzierungsmarker Myogenin, MyoD und Myf5 in den untersuchten ARMS-
Zelllinien (Rh4 und Rh30), nicht jedoch in den ERMS-Zelllinien (RD und RD18) 
führt107. Anhand dieser Ergebnisse folgerten die Autoren, dass nach WNT-
Stimulation eine ß-Catenin-abhängige myogene Differenzierung in den ARMS-
Zelllinien eingeleitet wird, der Signalweg eine mögliche tumorsuppressive Rolle 
spielt107 und ähnliche Funktionen wie bei der Differenzierung von hESC 
übernimmt138. Die vorliegende Arbeit konnte die von Annavarapu et al. 
beschriebenen Ergebnisse nur bedingt reproduzieren. Sowohl eine erhöhte 
proliferative Aktivität als auch eine erhöhte Expression und somit Induktion myogener 
Differenzierungsmarker, wie z.B. Myogenin oder Desmin, konnte in der verwendeten 
ERMS-Zelllinie RD und der translokationspositiven ARMS-Zelllinien CRL2061 nach 
WNT3A-Behandlung nicht nachgewiesen werden. Zwar wies die 
translokationsnegative ARMS-Zelllinien FLOH1 nach Stimulationsbehandlung mit 
WNT3A-konditioniertem Medium eine signifikant verminderte Proliferationsaktivität 
auf, konnte jedoch in den Expressionsanalysen der myogenen 
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Differenzierungsmarker auf RNA-Ebene keine erhöhte Expression aufzeigen. Ein 
weiterer Punkt ist, dass auch die Verwendung des Kontrollmedium (L-Zell-Medium 
ohne WNT3A) zu einer signifikant reduzierten Proliferation sowohl in den FLOH1, als 
auch in der RD-Zelllinie führte (siehe Abbildung 3.5). Aufgrund der Verwendung von 
Zellkulturüberständen ist es wahrscheinlich, dass die verminderte proliferative 
Aktivität auf den Verbrauch von Mediumbestandteilen oder die WNT3A-vermittelte 
Induktion eines bisher unbekannten Inhibitors durch die WNT3A-Produktionszelllinien 
zurückzuführen und eher kein Effekt des im Medium enthaltenen WNT3A ist. Diese 
Hypothese konnte inzwischen durch zusätzliche Untersuchungen (nicht Teil dieser 
Arbeit) mit rekombinantem WNT3A bestätigt werden: Rekombinantes WNT3A 
aktivierte den WNT-Signalweg (gemessen als AXIN Expression) zwar in allen drei 
Zelllinien, beeinflusste aber in keiner, auch nicht in der FLOH1-Zelllinie, die 
Proliferationsrate. Weiterhin konnte bei Verwendung des rWNT3A (laborinterne 
Arbeit) die myogene Differenzierung der verwendeten Zelllinien ebenfalls nicht 
induziert werden. Bei gleichen Kultur- und Behandlungsbedingungen mit 
rekombinantem WNT3A besteht ein wesentlicher Unterschied der Arbeiten von 
Annavarapu et al. und der vorliegendene Arbeit in den verwendeten ARMS-Zelllinien. 
Möglicherweise deutet dies auf zelllinienspezifische Unterschiede im Ansprechen auf 
eine Behandlung mit WNT3A hin, so dass eine allgemeine Aussage bezüglich 
Proliferation und myogener Differenzierung unterschiedlicher ARMS-Zelllinien, nicht 
möglich ist160.  
 
Chen et al. und Singh et al. nutzten zur Stimulation des kanonischen WNT-
Signalweges hingegen GSK3-Inhibitoren 105, 108. In beiden Arbeiten konnte in den 
untersuchten ERMS-Zelllinien eine Muskeldifferenzierung bzw. eine verstärkte 
Expression von MyoD und der Myosin-Heavy-Chain aufgezeigt werden105, 108. Es ist 
offensichtlich, dass die unterschiedlichen pharmakologischen Interventionen zur 
Stimulation des WNT-Signalweges (WNT3A vs. GSK-3-Inhibitor) eine Ursache der 
unterschiedlichen Ergebnisse sein könnten. So verwendeten Chen et al., 
Annavarapu et al. als auch die vorliegende Arbeit die ERMS-Zelllinie RD.  Während 
Chen et al. eine erhöhte myogene Differenzierung und reduzierte Proliferation und 
Selbsterneuerungskapazität in den ERMS-Zelllinie beschreibt108 konnte in der 
vorliegenden Arbeit als auch bei Annavarapu et al. nach Stimulation mit rWNT3A 
kein Proliferationsblock und keine erhöhte Differenzierung bei der ERMS-Zelllinie RD 
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nachgewiesen werden107. In der erst kürzlich veröffentlichten Arbeit von  von 
Bharathy et al. konnte anhand eines humanen Xenotransplantat-Models mit ERMS 
und ARMS gezeigt werden, dass die pharmakologische Aktivierung des kanonischen 
WNT/ß-Catenin-Signalweges mittels eines irreversiblen GSK3ß-Inhibitor (Tideglusib) 
keinen Einfluss auf Überleben, Wachstum und Differenzierung von RMS-
Xenotransplantaten hat und somit den beiden oben genannten Arbeiten nach 
Stimulation mit einem GSK3-Inhibitor widerspricht144. Eine mögliche Erklärung der 
Unterschiede ist der Einsatz eines GSK-3-Inhibitors mit einer hohen Spezifität für 
GSK3ß bei Bharaty et al.144, wohingegen Chen et al. einen weniger spezifischen 
GSK3-Inhibitor einsetzte, der sowohl GSK3α, als auch GSK3ß blockiert 157.  
Die beschriebenen Diskrepanzen zeigen deutlich, dass die Stimulierbarkeit des 
kanonischen WNT/ß-Catenin-Signalweges nicht stabil und von den jeweiligen 
Laborbedingungen und eingesetzten Zelllinien und Stimulantien abhängig ist. 
Aufgrund der in der vorliegenden Arbeit durchgeführten Untersuchungen, die zeigen, 
dass weder die Inhibierung noch die Stimulation des kanonischen WNT/ß-Catenin-
Signalweges einen Effekt auf Proliferation, Migration und Differenzierung von RMS-
Tumorzellen haben, ist es wahrscheinlich, dass der kanonische WNT-Signalweg mit 
seinem zentralen Element ß-Catenin eine eher untergeordnete Rolle in RMS 
(zumindest in RMS ohne Mutationen im ß-Catenin-Gen, CTNNB1) spielt. 
Weiterführende Untersuchungen an einem murinen ERMS-Modell (ß-cat 
flox/floxPtchdel/+Myf5CreER/wt-Maus) untermauern die Ergebnisse der Arbeit, indem in der 
Maus gezeigt wird, dass ein ß-Catenin-Knock-out, keinen Einfluss auf das 
Tumorwachstum hat (Ragab; Viehweger et al. (under review)). 
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5 ZUSAMMENFASSUNG  
Die Prognose von Rhabdomyosarkomen, den häufigsten Weichgewebstumoren bei 
Kindern, ist besonders im Falle von Metastasen schlecht (5-Jahres-Überlebensrate: 
30%)161. Vor diesem Hintergrund ist die biologische und potentiell therapeutische 
Relevanz des kanonischen WNT-Signalweges mit seinem zentralen Element, dem ß-
Catenin, für RMS bis heute umstritten, auch wenn klar ist, dass aktivierende 
Mutationen im CTNNB1-Gen bei RMS anders als in anderen embryonalen Tumoren 
(wie Neuroblastomen, Wilms-Tumoren, Hepatoblastom) so gut wie unbekannt 
sind101-103. Mit dem Ziel, die umstrittene Rolle von ß-Catenin bei RMS neu zu 
beleuchten, wurden in der vorliegenden Arbeit in einer  embryonalen (RD) und zwei 
alveolären (CRL2061, FLOH1) RMS-Zelllinien 1) eine Inhibition des kanonischen 
WNT-Signalweges mittels der pharmakologische Wirkstoffe XAV939 und FH535 
sowie mittels ß-Catenin-spezifischer siRNA; 2) eine Stimulation mit einem WNT3A-
konditionierten Medium; und 3) Kombinationen der vorgenannten Interventionen 
durchgeführt und die Auswirkungen auf Proliferation, Migration, Apoptose und 
myogene Differenzierung untersucht111-113, 115. Der spezifische Inhibitor XAV939 und 
der spezifische Knock-down des kanonischen ß-Catenin-Signalweges zeigten in 
allen drei Zelllinien keine funktionellen Effekte. Eine Inhibition mit FH535 führte 
hingegen zu einer signifikant verminderten Proliferation und Migration sowie zur 
Apoptoseinduktion, was vermutlich auf die Inhibition des PPARy/δ-Signalwegs 
zurückzuführen, den FH535 neben dem WNT-Signalweg ebenfalls hemmt112. Die 
Stimulation von RMS-Zellen mit WNT3A-konditioniertem Medium führte sowohl zu 
einer erhöhten Proteinexpression als auch zu einer Kerntranslokationen von ß-
Catenin in allen drei Zelllinien. Ein funktioneller Effekt (erhöhte Proliferationsrate 
(außer CRL2061), verminderte Apoptoserate, erhöhte Expression myogener 
Differenzierungsgene) konnte nicht aufgezeigt werden. Aus diesen Ergebnissen ist 
zu schließen, dass der kanonische WNT/ß-Catenin-Signalweg eine untergeordnete 
Rolle in Bezug auf Proliferation, Migration, Apoptose und Differenzierung bei RMS 
spielt und als therapeutisches ‚Target‘ eher nicht in Frage kommen dürfte.  
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8 TABELLARISCHER ANHANG  
Tabelle 7.1: Geräteliste  
Gerät Bezeichnung Hersteller 
Chemilumineszenz System FUSION SL Advance Peqlab 
CO2 Inkubator HERAcell 150 Heraeus 
Durchflusszytometer  BD FacsCanto II Becton Dickinson. 
Elektrophoresekammer MiniProtean®Tetra Electrophoresis Biorad 
Fluoreszenzmikroskop Olympus Bx41 Olympus 
Inverses Mikroskop DFC 450 Kamera Leica 
Mikroskop (Labor) DMIL Leica 
Mikrotitierplatten-Lesegerät Infinite®M200 Tecan 
Multipipettierer  - Eppendorf 
Pipettierhilfe accut-jet® pro Brand 
RealTime Analyzer StepOnePlus PCR System Applied Biosystems 
Sicherheitswerkbank HERAsafe  Kendro 
Spektrometer ND100 NanoDrop Spektrometer Peqlab 
Stromgeber Power Pac 200 Biorad 
Thermocycler peqSTAR 2X Peqlab 
Transferkammer Mini Trans-Blot® Cell Biorad 
Vortex REAX top Heidolph 
Waage BP 301 S Sartorius 
Wippschüttler WT12 Biometra 
Zentrifuge Centrifuge 5810 R Eppendorf 
 
Tabelle 7.2: Verbrauchsmaterialien für die Zellkultur 
Medium/Reagenz Bezugsquelle 
T-75 Flaschen Corning Life Sciences, Tewksbury, MA, USA 
T-150 Flaschen Corning Life Sciences, Tewksbury, MA, USA 
10ml Falcon-Röhrchen Corning Life Sciences, Tewksbury, MA, USA 
50ml Falcon-Röhrchen Corning Life Sciences, Tewksbury, MA, USA 
Serologische Pipette (1ml – 50ml) Corning Life Sciences, Tewksbury, MA, USA 
Pasteur Pipetten Hirschmann, Eberstadt, Deutschland 
Pipettenspitze (10µl, 200µl, 1000µl) Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland 
6-well-Platte Greiner Bio-One, Kremsmünster, Österreich 
12-well-Platte Greiner Bio-One, Kremsmünster, Österreich 
96-well-Platte (flach) Greiner Bio-One, Kremsmünster, Österreich 
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